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TEORIA DE CONTROL METABOLICO?

" La continua adaptacidn de la c&lula viva a los cambios ambientales es
una condicidn indispensable para su preservacién. La necesidad de mantener
la constancia del medio intracelular u homeostasis céiular requiere de me-
canismos de control metabSlico capaces de ajustar el funcionamiento celu-
lar a esos cambiocs externos. Una disminucién en la cépacidad de control a-
carrea el deterioro de las redes metabblicas y pédria conducir al envejeci-
miento de la Célﬁla; en ese mcomentc, la c&lula va de un estado ordenado a
otro menos ordenado, aumentando la.entropia. El sistgma muere cuandc termi-
na por equilibrarse con el medio. Por lo tanto, cualquier via metébélica y
" de hecho todo ser vivo, es un sistema abierto gque siempre se éncﬁeﬁtra ale-
jado del equilibrio texmodinimico, lo cual permite un £lujo continuo de ma-

teria y energia.

ESTADO ESTACIONARIO
En una via metabollca el sustrato inicial (S ) provenlente del medio
ambiente se transforma mediante una serie de reacciones enzim&ticas en un

‘producto (sn) que regresa al medio (Fig. 1).

Figura 1. Esquema de una via metabblica lineal. S se refiere a la concentra-
cibn de cada intermediario; k es la constante de velocidad de.cada reaccifn
enzlm&tlca, ¥ es la constante de velocidad de la entrada de S, ¥ de la sali-
da de S

Cuandeo la velocidad de entrada del sustrato 1n1c1al es igual a la velo-

cidad de formacidn de producto, la via se encuentra en el llamado estado es-

a. Parte de esta seccidn de la tesis fue publlcada en: Mensaje B;oquimlco,
vVol. 8,pp97 ~143. Ed.Fc. de Medicina, UNAM, 1985,.
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tacionario. En dicho estado todas las enzimas de la via trabajan a la misma
velocidad y la concentracién de todos los intermediarios es constante,aun-
que ne de la misma magnitud. La ex#resién matemadtica del estado estaciona-

rio se puede definir como sigue:

v, = F ‘ . (1)
as; = o ‘ (11)
at

donde vy representa la velocidad de cualqguier énzima, F la wvelocidad de for-
macidn del producto final o flujo metabélico, 5; la coﬁcentraciéﬁ de cual-
guier intermediario y t el tiempo.

fQué factores determinan el finjo de una via metab&lica?

El control del metabolismo se realiza a nivel de la .actividad enzimitica (1)
excepto €n Unos pocos casos donde las reacciones no sonfcatalizadés por enzi-
mas. La actividad total de una enzima se puede alterar modlflcando el pH, la
temperatura, las concentraciones de sustratos y productos é 1a concentrac16n
de la enzima misma. Ademés, 1as enzimas alostéricas pueden cambiar su activi-
dad por la presencia de moduladores especificos (Tabla I); El metabolismec ce-
lular también puede controlarse mediante sefiales externas como son los esti~
mulos hormonales; las hormonas a través de mecanismos ade regulac16n covalen-
tes vy no covalentes pueden modlflcar la act1v1dad enzimdtica y de esta mane-
ra influir en el metabdlismo.

En la mayoria de los seres vivos los cambios drésticos de pH(mas dé una .
unidad de pH)d temperatura son raros ¢ inexi;tentes: los_cambios en las con-
centraciones de sustratos, productos y cofactofes son mas frecuentes y como
todos ellos son compartidos por dlferentes vias, pueden considerarse como
mecanismes de contxol. Ademés el transporte de metabolltos de un comparti-~
mento celular a otro puede modificar tremendamente sus concentraciones. rela-

tivas(diluy&ndolos 6 concentrindolos)y en consecuencia el flujo metabélico.
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TABLA I. MODULACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA
A} MECANISMOS DE REGULACION NO COVALENTE

1. Concentraciones de sustratos y productos. Compartamentalizacitn.

2. Alosterismo (Cooperatividad y modulacidn por molé&culas pequefias
que se unen a sitios regulatorios: ATP/ADP, NADH/NAD¥, acetil
Coh/fCoh, etc.) ]

3. Interacciones proteina-proteina (polimerizacidn de sub-unidades
y agregacidn especifica en complejos multienzimdticos)

4. Temperatura, pH y fuerza ibnica.

B) MECANISMOS DE REGULACION COVALENTE
1. Fosforilacidn-desfosforilacibn ’
2. Transformacidn irreversible (Conversidn de proenzimas en las
formas activas mediante proteclisis limitada)
© 3. Sintesis y degradacifn de enzimas

¢) MECANISMOS DE REGULACION HORMONAL

Sin embarge, el cambi¢ en la concentracitn de alqﬁn'metabolito sélo podria
alterar la éctividad enzimitica cuando estuviera por debajo de la Km, don-
de la velocidad varia apreciablemente con la concentracibn de sustrato.

Mas aun,mediante el empleo de¢ modelos mateméiticos se ha llegado a la c¢onclu-
sién de que el secuestro de intermédiarios no es ﬁn mecanismo verﬁadero de
‘control, ya que el sustréto secuestrado se renueva inmediatamente a expensas
del reservorio de metabolitos del mismo sistema. Por ejemplo una‘disminucién
de NADH afecta poco al flujo en el ciclo de Krebs debido a la accibn coﬁpen-
'satoria del par malato/oxaloacetato para forzar la reduccién de NAD+ y dis-
minuir la pérdida de NADH libre (2). . .

La célulé medula principalmente la actividad metabéiica mediante meca-
nismos mis finos vy efectivos de tal forma gue los cambios producidos én una
‘o dos enzimas repercuten en el flujo total de la via metabSlica. Egte tipo
de enzima llamada reguladora se ha definido como aquella cuyas propiedades
son controladas por otros factores diferentes de las concentraciones de sus-

tratos y productos ¥ la cual es capaz de ejercer control significativo so-
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bre la via {(3). Se han utilizado en la literatura otras acepciones como en-
zima marcapaso, etapa limitante, enzima clave © "cuello de botella", pero
todas ellas implican una restriccifn exclusiva al control del flujo, lo .
cual no siempre sucede. -
IDENTIFICACION DE LAS ETAPAS Dﬁ CONTROL

Existe una serie de c¢riterios generxales (3-5) utilizados para definir
gue enzimas determinan el flujo de una via metabblica (Tabla 1I). Desde'el
punto de vista teleolégice, el control debe ocurrir al inicio de la via o
después de una ramificacitn, para asi evitar la existencia de segmentos lar-
gos no controlados del metabolisme y para ohtener mixima egonomia, El uso
de este ehfoque no requierg experimentacifn sino simple inspeccidn de la via.
5in embargo, la mayoria de rutas metabSlicas estudiadas esta subosiciﬁn te-

leolégica ha encontrade validez experimental.

TABLA II. CRITERIOS EXPERIMENTALES PARA LA IDENTIFICACION DE SITIOS
DE CONTROL METABOLICO

1. Identificacifn de reacciones alejadas del eguilibrio y de los puntos
de entrecruzamiento

KAM_iponstante de accifn de masas) < 0.2

Keq ‘(constante de equilibrio

2. Determinacién de las capacidades enzimfticas relativas (enzimas len-
tas y réapidas) :

3. Identificacibn y an8lisis de enzimas alostéricas

- Pipo.-de cooperatividad -
- Moduladores alostéricos fisiol8gicos

4. Forma de la curva de inhibicifn: enzimas limitantes y en exceso.

El enfogue experimental mostrade en la Tabla II analiza las propieda-
des de las enzimas y de las reacciones de la via. El primer criterio consi-
dera aspectos termodinimicos, donde aguellas enzimas que catalizan reaccio-

nes alejadas del équilibrio se clasifican como reguladoras.



Reacciones Alejédas del Eguilibrio
Suponiendo gue una ruta metabdlica alcanzara el equilibrio termodini-
mico la constante de accidn de masas Kam = [productos] de cada reaccidn se-

[sustratos]

ria igual a la constante termodinfimica de equilibrio Koy ¥ RO podria exis-

=4
tir flujo neto. Para obtener flujc a través de la via, la reaccibn debe es-

tar'désplazada del eguilibrio de modo que K sea menor gue Ke . La ampli-

AM q
tud del desplazamiento del equilibrio detexminari la magnitud de la energla
libre que impulsar& la rveaccidn hacia la formacifn neta del producto. El des-
plazamignto del equilibrio sé distribuye entre las diferentes etapas de la
via metabblica de tal forma que siempre héy algunas de estas etapas funcio-
nando mis aleiadas del equilibrio. Entonces las enzimas que catalizan las
reacciones mis éercanas al egquilibrio dében poseer suficiente capacidéd ca-
talitica para podexr igualar las velocidades de ida y vuelta, por lo cual no
pueden ser considéradas como limitantes del flujo a través de la via. Asi el
control del metabolismo‘mediante la ateracidn de una enzima debe ejercerse
principalmehte en aquellas reacciones mis alejadas del equilibrio. Sin embar-
go, una enzima 'que cataliza una reaccifn que tiende al equilibrio puede lle-
gar a convertirse en una enzima reguladora si ocurre una fuerte inhibiéién
especifica de su actividad. M&s aGn, si las reacciones. en eguilibrio reséon-
den a cambios en las concentraciones de cofactores, alte?ando las concentra-
ciones de los intermediarios, puéden igualmente llegar a influir en la ciné&-
tica de las reacciones en desequilibrio disminuyendo la inhibicisn por pro-
ducto o incrementando la éooperatividad y de esta manera ejercer cierto con-
trol del f£lujo metabBlico (3,6).

Mediante la utilizacién de este criterijo de identificacifbn de etapas de
control {(Tablas IIT y IV} se ha sefialade que la glucblisis es controlada por
gl acarreador de glucosa, la hexocinasa y la fosfofructocinasa (3,8,9): el

ciclo de Krebs por la piruvato deshidreogenasa, citrato sintetasa, isocitra-
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to deshidrogenasa, alfa-cetoglutarato deshidrogen&sa, suceinil-Coa sinteta-
sa, y succinato déshidrogenasa {9); lé gluconeogénesis por la fructuosa di-
fosfatasa, flucosa 6 fosfatasa, piruvato carboxilasa y fosfoenolpiruvaio
carboxicinasa (3,9); la via de las pehtosas ror la glucesa-6-fosfato deshi-
drogenasa {7) y la fosforilacifn oxidativa pox el translocadox de adenin nu
cleStidos (10) & por la citocromo oxidasa (11). En el caso especifico de la
glucblisis parece no existir duda acerca.de que la fosfofructocinasa es la
enzima regulaﬁora m&; importante de la via, pues no s6lo se encuentra cata-

lizande una reaccibn muy alejada del equilibrio-en'diferentes 6rgancs KAM/
—5

_ - -4
Keq = 4.4 x ;0 a 6.3 x 10
nes experimentales (KAM/Keq = 8x 10

Por otro lade, la evaluacifn de una reaccidn en desequilibrio consiste

{Tabla III) sino tambidn en diversas condicio

5. 3.6 x10°% ‘rabla Iv).

en comparar el valor de Keq con la relacifn de masas Kani determinada experi-
mentalmente durante el funcionamiente de la-via en estado estacionario. Ro-

lleston (3) sugirif un valor menor de 0.2 del cociente KAM/K‘ para'clasifi—

eq
car a una reaccidn como alejada del equilibrio, pues este valor correéponde-
ria a una velocidad de la reaccifn inversa (v_lj menor al 20% de la veloci-

dad ge la xeacciBn directa (v+1), de acuerdo con la ecuacifn:
= ¥am ' O IIT)

La estimacidn de las concentraciones de los intermediarios dufante el
estado estacionario debe considerar varios aspectos; 1) La via metabblica
puede estar cémpartamenﬁalizaga o bien algunos de los intermediarios son
compartidos por diferentes vias. En este caso, no habrfa mucha exactitud si
la determ;nacibn se realiza en la c&lula entera. En el articule de Tischler
y colaboradores (12) se hace una discusifn sobre el tipo de fécnicas emplea’

das para tratar de solucionar este problema. 2) La estimacifn de los inter-
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mediarios en las muestras desproteinizadas no indica necesariamente la ac—
tividad de los metabolitos ig_gua, pues estos pueden encontrarse unidos a
macromoléculas, formando diferentes complejos ifinicos o la extraccidn puede
ser incompleta dependiendo del método empleado (13).

3} La reaccidn debe ser detenida instantﬁﬁeamente para que no ocurran
cambios inducidog por artefactos durante el procesamiento posferior. Sin em-
bargo, aungue la mayoria de las técnicas empleadas logran détener la reac-
¢ibn inmediatamente tienen la desventaja de que inducen transformaciones de
metabolitos. Pcr-ejempio cuando se‘utilizan icidos orgdnicos como tricloro-
acetico o perclbrico, ocurren cambios espontfneos en metabolitos inestables
a pH &éido como ATP, ADP, PEP, PPI y otros (14). Cuando se utiliza el méto;
do de pohgglamiento ultrarrdpido con nitrégenc ligquido, los cambios en los
metabolitos pueden ocurrir durante el descongelamiento;

4) La mediciSn del volumen celular o del compartimento estudiado Ac~
tualmente se emplea sacarosa © 1nu11na radiactivas, moléculas gue practica-
mente no atraviesan las membranas biolbgicas, lo cual hace muy conflable la
determlnaclﬁn.

Como puede apréciarse s6lo puede obtenerse control ébsoluto de laé va-
riables en los puntos ly4ypor 1o‘tanto, pese al desarrollo técnol&gico

para la medicidn ir site de algunos metabolitos como ca®t

.,y adenina . .
ridinaf,la determinacifn exacta de todos los intermediarios de una via es

;, huclebtidos de pi-

todavia una cuestifn no resuélta en el estudio del control metabSlico.

Teorema del entrecruzamiento

Este teorema originaimente empleado por Chance y Williams {15) en el
estudio de los componentes, sitios de inhibicifn y sitios de conservacién
de energia del transporte mitocondrial de electrones, propone gque la transi-
cidn de un estado estacionario a otro desenmascara los puntos de regulacifn

a través de la determinacidn de los cambiocs en las concentraciones de los



io0 _
intermediarios (fig. 2). Si por éjemplo se induce una disminucidn del £lu-
jo‘metabslico, se podrS observar un aumento en el sustrato de alguna reac-
cién y disminuc¢itn en el producte, lo contrério debe sucéder si el flujo
se incrementa. Sin embargo este teorema identifica un punto de entrecruza-
miento come un sitio de regulacién sin difinir los mecanismos de accién.
Existen al menos tres posibles explicaciones (3)£ a) las constantes de ve--
locidad‘de la reaccifin de entrecruzamiento pudieron alterafse, si el flﬁjo
disminuyd, entonces la wvelocidad de la reaccidn de ida puad digminuir, la
velocidad de la reversa aumentar o ambos eventos a la vez; b) la concentra-
cibn de los intermediarios puéde modificarse por la interaccidn con el agen-
te externo y c) el punto de entrecruzamiento puede ser una expresibn in-
completa de la reaccién.

Este teorema fue fructiferoc al e#aluar la ca&ena respiratoria en la
cual no .varia la concentraéiGn de los intermediaricos durante ei curso del
experimenﬁo.-sin embargo, déﬁé usarse con precauci&h cyando se aplica al
andlisis de vias metabdlicas cuyos intermediarios varian.de un esfado esta-
cionario a otro. En este Giltimo caso, no existe una relacién.obligada de re-
ciprecidad entre las concentraciones de sustrato y producto, ¥y el punto ae
entrecxuzamignto'pugde carecer de significado. Por ejemplo, Considéreﬁe ia
reaccidn:

- S+a——*P+ b-

en la cual 8 y P son intermediarios de la via Yy a4 ¥ b son cofactores. Si se
ohbserva un punto de entrecruze donde sfdisminuye'f P aumenta con incremento'
en el flujo total, existen dos posibles explicaciones (3): a) la reaccifn
puede estar en equiiibrio; de tal forma.que la relacidn a/b aumenta y P/S
disminuye para mantener el équilibfio. En este caso, el cambio en el esta-
do éstacionario produjo el cambio en la relacidn a/b y el punto de entrecru-
zamiento carece de significado cén res?ecto a la identificacidn de enzimas

reguladoras, b} la reaccibn puede estar lejos del equilibrio, por lo cual.
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los cambios en el flujoc y en la concentracidn de § conducen a la conclu-
"'gsifén de gue la enzima es reguladora y los cambios de P pasan a ser irrele-
wanteg. Por lo tanto, el teorema del punto de entrecruzamiento carece dé
validez =i no se acompafia de otro tipo de anflisis y tampoce tiene una in-
terpretacidn precisa. si se aplica a sistemas donde los inte;mediarios no

se conservan constantes.

Capacidades enzimiticas relativas

Cabe esperar gue las enzimas que pueden regular el flujo metabblico
posean las capacidades qatéliticas mas bajas respecto al resto de las en-
zimasg de la via, pues de acuerdo con las dos secciones anteriores, las en-
zimas reguladoras se encuentran en las reacciones alejadas del eéuilibrio
y en los puntos de entrecruzamiento. Asi, eéte‘enquue se ocupa de determi-
nar in vitro las propiedades cinéticas de cada enzima de una via métabélica,
después de su extraccidn y purificacibn o bien,'mediante.téénicas especifi-
cas para cada especie enzimitica. De esta manera, se ha'obsefvado (8) que
;las enzimas mis lentas en la gluc&lisié ¥ gluconeogénesis {Tabla V) son: pi-
ruvate carboxilasa, fosfoenol,piruvato carboxicipasa, enclasa, aldolasa,
fructucsa difosfatasa, fosfofructocinasa y glucosa-6-fosfatasa con activida-
des menores de 10 umol min"! a 38°C, mientras gue las enzimas més r&pidag.
son: gliceraldehido;B-P deshidrogenasa, hexcosa fosfato isomerasa, lactato
deshidrogenasa, fo;foglicerato mutasa, fosfoglicerato cinasa y piruvato'ci—

~1

nasa con actividades de 10 a 500 umol min~t g ~ a 38°C. En la degradacién

de aminoicidos se ha determinado que las enzimas de elevada actividad (20

a 200 umol min_lg_l a 38°C) son aparfato ¥ alanina transaminasa, mientras

i a 38°C) son: triptofa-

gue las enzimas de poca actividad (1 a 5 umol min_
no pifrblasa, tirosina y ornitina transaminasas, serina y treonina deshidra-

tada. En la fosforilacidn oxidativa hay al menos cuatro enzimas lentas con
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actividades menores a 1 pmol minml g-l: la translocasa de adenin-nuclefti-
dos, la ATP sintetasa, el acarreador de fosfatos y el acarreador de dicar-
boxilatos {Tabla Vvi). .

Sin embargo, existen algunos problemas con este enfoque. El ensayo de
la actividad erizimltica reguiere la ruptura del tejido, la extraccitn y di-
lucidn de la enzima y finalmente, para la medicidn de la actividad, la incu-
‘bacifn en condiciones completamente artificales. Muchas enzimas pueden aumen-
tar o disminuir sﬁ actividad durante el proceso de extraccidtn. Ademds, las
velocidades méximas (Vmax) obtenidas & las constantes de velocidad (k.. ¢}
calculadas no necesariamente reflejan la situacidn fisiolSgica del funciona-
mientc enzimadtico, pues en la célula intacta las enzimas dificilmente tra-

bajan a concentraciones. saturantes de sustrato y en ausencia total de pro-

ducto.

_Enzimas alostéricas

Generalmente este tipo de enzimas producén curvas de velocidad sigmoi-
deas. La unidn de una molécula de sustrato incrementa la afinidad de los si-
tios vacios y facilita la unidn de las éiguientes ﬁoléenlas. Este fendmeno
llamado cooperatividad positiva pue@e también reprcducirse cuando la enzima
interacciona con moléculas diferentes al sustrato en sitios diferentes al. si-
tio catalitico. El término alostdrico en su concepcifn mds amplia implica una
modificacifn a distancia de las propiedades cin&ticas inducidas por cualguier
ligando.

Las ventajas potenciales de una respuesta sigmoidea en comparacibn con
una regpuesta hiperbSlica (16) son: para incrementar la velocidad especifi~
ca (v/vm)}, de 0.1 Vmax a 0.75 Vmax se requiere en la éinética hiperbdlica
incrementar la concentracibn del sustrato 27 veces, mientras en la cinstica

sigmoidea menos de 10 veces en la mayoria de los casos. Esto permite gue
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las enziﬁas alostéricas actuen como un switch, sobre todo en situaciones don
de se requiere la acumﬁlacién previa de los sustratos, como podrfa ser en
las vias biosihtéticas.-Ademés, la respuesta sigmoida solc se entiende com-
pletamente en t&rmino de regulacidn metabBlica y de economia celular pues la
iﬁhibici&n de la primera reaccidn de una secuencia.por el producto final o
retroalimeﬁtacién qegativa, {nicamente puede ocurrir enlenzimas'alostéricas.
Este tipo de fegulacién\permite gue ciertos intermediarios clave en una via
actuen como moduladores eﬁ otra via. De heche, la regulacifn por intermedia-
rios centrales (de nuclebtidos de adenina y piridina‘por ejemplo) puede de-
terminar la direccidn final del meﬁabolismo come anabSlico o catabblico, de-
pendiendo de los estados redox y energético de la cé&lula. Por lo tanto, la
cinética sigmeoidea pﬁede ser un diagnéstico de enzimaé regquladoras.

Aparentemente el finico problema que puede surgir al usar este criterio
de identificacidn de enzimas reguladdraé es el de la posible inexistencia de
correlacidn entre.las variaciones figiolégicas de los sustratos y los efec-
tores alostéricos con la cinética de la enzima, y el flujo‘metabdiico. Sin
embargo en los-casqﬁsi;ira estudiado si se ha encontradc un estrecho parale-
lismo. .

Una de las enzimas alost&ricas m&s estudiadas en t&rminos de regula-
cidén metabblica es la fo;fofructocinasa, para la que se han deScrito-23 di-
ferentes moduladores (17}, de los cuales solc ATP, citrato y ut entre los
inhibidores y AMP, Pi y las fruptosas 1,6 vy 2,6-difo§fato {6), entre los ac-
tivadores, parecen sér fisiol8gicos. Recientemente se reporté_ﬁn efecto ac-
tivador de ia‘calmodulina,.que aumenta la afinidad por fructosa-6-fosfato y
disminuye la irhibicidn por ATP {19). Concentraciones micromelares de ATP
disﬁinuyen la afinidad de la enzima por el otro sustrato, la fructosa-6-fos-
fato; la inhibici®n por ATP es potenciada por citratd. La inhibicidn por ATP

desaparece con AMP o fructosa-1,6-difosfatc pero al aumentar la concentra-
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cidn de ATP nuevamente aparece la inhibiciép (8}. La cuestidn de si estas
varigciones de los moduladores y por lo tanto de la actividad de la fesfo-
fructocinasa se correlacionan con el flujo glucolitico fue abordada por Wu

y Davis (19). Estos autores observaron gue la produccidn de lactato aumen-
taba al incrementar la concentracién de Pi de 2 a 20 mM y disminufa al re-
ducir el pH de 7.6 a 7.0, al aumentar el ATP de 2 a 3 mM O al afiadir citra-
to 0.5 mM. Con excepcién del ATP, los ctros moduladores son especificos pa-
ra la. fosfofructocinasa, por lo cual es valido concluir que esta enzima con-
trola el flujo glucolitico. .

Otros ejemplos de enzimas alost&ricas en.la glucSlisis son la piruvato
cinasa (fructosa difosfato, activador; ATP y alanina; inhibidores (8,17});
Sorprendentémentella hexocinasa no se moedula alostéricamente y solo presen-
ta inhibicisn por el prodgcto glucosa-6-fosfato {4). En el.ciclo de Krebs
todas las deshidrogenasas presentan cinética alostérica (4,8,20) siendo los
moduladores principales de la via las relaciones de concpntfacién ATP/ADP .
y NADH/WADY junto con_los niveles intramitocondriales de ca?t {21). En cam-
bio, la citrato sintetasa solo obedece a2 las concentraciones ae sustratos y
preductos a pesar de catalizar una reaccidn alejada del eguilibrio. Por tan-
to, estés ejerplos nos previenen de aceptar éompletamente la localizacisn
de enzimas reguladoras basindonos exclusivamente en el estudio cihético o

en la determinacisn de la K Debido a esto, deben emplearse siempre la ma-

AM®
yor cantidad de criterios disponibles.

la
Forma de/furva de inhibicién

Otro de los criterics utilizados en el estudio de la regulacidn meta-~
b&lica es el de la forma de las curvas de inhibicibn de la via mediante in-
‘hibidores especificos de cada enzima. El reazonamiento es que si el inhibi-

dor actfia sobre una enzima con elevada capacidad y/o cataliza una reaccifn
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cercana al equilibrio, entonces selo h;br& poco o -nuleo efecto scbre el flu-
jo total aGn cuando disminuya la actividad de la enzima. Conforme la con-
centracidn del inhibidor aumente, esta enzima eventualmente se convertira
en la etapa m&s lenta de la via y habri proporcionalidad entre el flujo y
la cantidad de inhibidor. Por otro lado, si el inhibidor actua scbre una en-
_zima lenta, aun la m&s baja concentracifn de inhibidor disminuiri el flujo
de la via metabSlica (22). En otras palébras, una enzima ée clasiﬁica como
reguladora si se observa una relacidn lineal y no—-reguladora si la curva de
titulacidn es sigmoidea {fig. 3}. El “"excesc" de enzima se detgrmina por la
cantidad de inhibidor necesaria para provecar una disminuci6n significativa
del flujo metabSlico. Rognstad (22) propusc realizar una gr&fica de Dixon
(i/v vs [I]) para determinar con precisidn las capacidades enzimiticas. Sin
embargo, como el mismo aﬁtor reconoce no existe una teoria rigqrosa que jus-
tifigue este plénteamiento. Adem&s la interpretacién.mencionada en el parra-
fo anterior solo podria ser valida cuando se utiliza un inhibidor irreversi-
ble, pues la forma de la curva de inhibiciéh tambié&n depende del tipo de in-
hibider y de 1la Eonsténte de inhibicifn K. En teorlia, los inhibidores com-
petitivo ¥ np-compefitivo generan'upa éurva hiperbélica (fig. 3 A), mientras
gue los inhibidores alostéricos producen una curva sigmoideé {fig. 3 B). La
cuestién se complica cuande se considera si la enzima es o no reguladora.
Con inhibidor irreversible se debe unc asegurar que exist% una relacidén cuan
titativa eﬁtre inhibidor afiadido y enzima. inhibida. Por otro 1aéo, si la
enzima en estudio no sigue una cinépica hiperbaiiéa, fambién puede generér
.curvas de inhibicibn ligeramente sigmoideas:. Por filtimo, tampoco hay un cri-
terio para determinar cual debe ser la cantidad inicial minima que se debe
usar de inhibidor para titﬁlar el flujo metabdlico. Obviamente qué si se em-
‘plean muy pequefias cantidades de inhibidor, todas las curvas de inhibicisn

serdn sigmoideas:; por el contrario, si inicialmente se empieza a titular con
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cantidades relativamente grande de inhibidor, todas las curvas podrin ser

hiperbdlicas.

EXCESQ .

a—

orfid

[THHIBIDOR)

Figura 3. Curva de Titulacifn de vna via metabBlica con inhibidores especi-
ficos de una enzima de elevada capacidad (A) y una enzima reguladora (B}.

UNA NUEVA TEORIA SINTETICA Y CUANTITATIVA DE CONTROL METABOLICO

La discusifn en las secciones anteriores sugiere que las enzimas regu-
ladoras pueden sér identificadas como équellas Que satisfacen diversos cri-
terios los cuales a su vez estén diréétamente relacionados a la.forma de me-
diciﬁn: sin embargo, no es clarc cual es la conexidn tefrica de esos crite-
rios entre si. Clasificar a una enzima comc reguladora, sélo-ofrece un tér-
mino estrictamente cualitativo, empirico y hasta esotérico; esta.terminolo—
gia y el desarrcllo conceptual de las secciones anteriores, no establece c6-
mo las enzimas podrian controlar el £flujo metabﬁiico ni tampoco cuantifica
la importancia relativa de cada etapa. Implicitamente se supone que al sefia~
lar una enzima como reguladora, &sta controla totalmente el flujo metabdli-
co. En la literatura también se discute en este sentidc cuél es el factor

determinante en la velocidad de flujo, si la actividad de alguna de las en-
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zimas de la via oila disponibilidad de sustrafps o cofactores, aungque més
bien pareceria absurdo sugerir_que'alguno de estos factorés ne intervienen
e influyen sobre el flujo metébﬁlico. Més afin, las cuestiones de sf tod&s
los factores son igualmente iﬁportantes en el control de una via metab8li-
ca, la definicién.de importancia y los criterios necesarics para evaluar
'ésta importanéia, no se contestan con precisidn usando los criterios dis-
‘cutidos en las secciones anteriores. ‘
En un intento por responder estas incégnitas y formalizar el andlisis
de la requlacidn metabdlica Kacser y Burns (23-25) en Escoclia y Heinrich
y Rapoport (26-29) en Alemania Democrdtica, desarrollaron en forma indepen-—
diente una teorfa cuantitativa de control gque sintetiza mucha de la infor-
macidn disponible. El andlisis de estos autores propone que,lés variables
de una via metabdlica son los niveles de metabdlitos; en el estado es£acio-
narie, las concentracicnes de los intermediarios no varian con el tiempec,
puesto gue cada uno de ellos ha alcanzadc un balance de formacifn y remo—
cifn que depende de la actividad de todas las enzimas; por esto; las concen
traciones de los intermediarios y los f;ujOS estén determinados por los pa-
rémetros del sistema. El flujo es una propiedad sistémica bues la disminu-
cidn de la actividad de una enzimaia ecera resulta en la anulacidn ae la via
y las cuestiones acerca de su regulacién no pueden ser contestadas estudian
do uﬁa etapa aislada. Los par&metros del sistema estdn répresentados por
las constantes enziméticasrdeterminaﬁas genéticamente comc constante de Mi-

la tonstapte catalitica k_ las constantes de inhibicidn X

chaelis K cat’

M’ I’
ete. Existen ademﬁs restricciones termodindmicas representadas por la cons-
tante de eguilibrio de una reacciénJ‘Lé cantidad v la calidad de las enzi-
mas y las condiciones del micre ambiente también son parimetros dél siste-

ma, al menos en la mayoria de los experimentos. (Para una revisién ver refs.

29 y 29a}).
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COEFICIENTE DE CONTROL DE FLUJO (Ci,

Aunqué en el estado estacicnario todas las enzimas llegan a tener la
misma actividad, el efecto que *tendri una variacidn en sus actividades so-
bre el flujo metabSIibo, no es necesar}amehte el mismo. Es posible estimar
este efecto induciendo un pequefic cambic en una de las enzimas y expresando
esto comb un cambic fraccional $Ei/Ei, donde Ei es la actividad de la enzi-
ma. Este'cambié en la actividad puede deberse a un cambio en la concentra-
" ¢idn de la enzima, nGmero de recambio u otras constantes cinéticas, © sea,

un cambio en la Concentracién de enzima activa. Debideo al cambio inducido,
se establecerd un nuevo. estado estacionario con un flujo diferente, el cual
se puede expresar como SF/F, La comparacibn de estas dos medidas, represen-

ta ¢dmo el cambio inducido en la enzima afecta al flujo.

8F = <Ci &Ei (Iv)
F Ei
ci = Ei 4F (V)
F  3Ei

La constante de proporcionalidad {Ci) describe cuantitativamente cuan
sgnsibie es el flujo a cambios én una de las enzimas de la via y fue denc-
minade como coeficiente de sensibilidad por Kacser y Burns (23} vy como-fue:—
za de contrdl-por Heiniich y Rapoport (26). Recientemente, estos dos érupos
han acordado una nomenclatura unificante (30) y nombraron a Ci comb coefi~
ciente de control de flujo.

Noétese que de la ecnacidn V se puede calcular Ci 'de la pendiente de la
curva dé flujo contra concentracién de enzima, multiplicada por el factor es
calar Ei/F. Sin émbargo el valor de la pendiente cambia con el valor de Ei

ya que la relacidn F contra E no es lineal. Entonces la ecuacién V puede con

i 1 iguiente ex i H i = . :
vertirse en la sig presidn C; gig g , ¥ de la pendiente de la grs

i
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fica de In F versus ln Ej se obtendra diréctamente el valor de Ci.

El coeficiente Ci puedé tomar cualguier valor entre 0 y .1.0. Es obvio
gue una enzima cuyo coefiqiente de contrdi de flujo sea cercanc a 1.0, es
decir cuya variacifn produce una respuesta casi proporcional en el fiujo,
es considerablemente m&s importante en la regulacidn del flujo metabSlico
que otra enzima con un coeficienﬁe cercano a cero en donde el gfecto sohre
el flujo es impérceptible. Los valores particulares de cada coeficiente de-

pender&n de la proporcidn de equilibrio de cada reaccién-( de la

KAM/Keq);
concentracidn efectiva de cada enzima_y su. constante catalitica en compara-
cibn con las demds, del‘grado de saturacién y de lé influencia de los di-
versos éfectores. Por lo tanto, no hay dﬁiqamente dos clases de enzimas,
feguladoras y no-reguladoras; sino gue el control se comparte entre todas
las enzimas gque consﬁiguyen la via.. |
La Propiedad de la Sumatoria

La velocidad de una reaccibn enzimitica siempre es una funcidn lineal
‘de 1la concentracidn de enzima y del nimero de recambio, sin importar que

tan compleja sea esta. En el estado estaciocnario, se cumple entonces la

expresidn:

poci=1 : _ (V1)

esto es, la suma de los coeficientes de control de flujo es siempre la uni-
-dad. La demostracidn es la siguiente (24): ya que F es una funcifn de todas

las enzimas, se aplican las reglas de la diferenciacidn parcial para varia-

‘bles independientes F £ {E1, Ea, ..n'Enh

dr =

o

FE. dEy + &F- dEy + .... &F dE

ol TE. | FE. n

[=2]

dividiendo entre F y multiplicando por Ei/Ei,

TRSIS CON
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ar = ([er SeE, dE;, + {SF JSE;{dEs + ....
¥ F/ —— E; F E; § E:

las derivadas parciales son los coeficientes de control de flujo (ecuacidn

V) .

n n {VII)

Considerando que el sistema se encueﬁtra en estado estacionario, las
concentraciones de 1os intermediarios no varfan (ecuacifn II), porque su ve-
locidad de formacifn est& balanceada con la desaparicidn. Como todas las ve-
locidades soa proporcicnales -a la concentracién de enzima, un cambio simul-
téneo en todas las enzimas por un mismo factor (o} alterarfa las concentra-

ciones de los intermediarios, de tal forma gque:

= a; 8, = constante

5F = 3

si qme»(, la ecuacidn VII resulta en:

(‘:t = Ciaq + Cra + ... C_ 0

Por lo tanto:

n

c, =1
i

=t ]

La'prqpiedad sumatoria tiene una serie de importantes consécuencias.

a) 8i una enzima cambia su actividad y por lo tanto cambia su coefi-
ciente de control de fluijc, los coeficientes de las demas enzimas deben cam-
biar, de tal forma que la nueva suma sea otra vez igual a 1.0. La propiedad
sumatoria se sostiene para cualgquier conjunto de enzimas, perc la distribu-
cifn interna. cambiarad dependiendo del nivel del estade estacionario.

b) Los coeficientes son positivos, pues se podrin generar coeficientes

" TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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negativos.sélo‘en vias metabSlicas que eventualmente tuvieran fugas. Bajo
eﬁtas circunstancias la suma de los coeficientes puede ser mayor a 1.0.
Kacser {25) propuso que la inhibicidn por sustrato, la expansidn del sis-
tema,_donde masas y vollmenes aumentan'exponencialmente y lé ramificacifn
de la.via podria generar cbntribUciones negativas al control del flujo,
por ejemplo reacciones que afectan’a la via mediante un drernaje lateral del
flujo principal.

c). i un coeficiente es muy grande, el resto serén ﬁuy pequerios, de
aqui resulta obvic que el concepto de exceso de enzima (Tabla II) no es
més que la descripciﬁn de un coeficiente de control de flujo pequero. Co-
mo establece la propiedad sumatoria, es imposible para‘una.via no tener a
la mayoria de las enzimas en excesc, por tanto el concepto de exceso care—

ce de significado.
Coeficiente de Elasticidad y Propiedad de la Conectividad

El coefigiente de control de flujo Ci describe - la efectividad de las
enzimas en controlar el flujo total de la via metab8Slica. Sin embargo, no
revela como las enzimas consiguen ejercer determinado grado de control.

Considerese un sistema simpie de dos reacciones.
So —B1 L5, B2,

De acuerdo con la proéiedad de la sumacifn, es evidente gque la rela-
cién entre las dos enzimas es de reciprocidad de tal forma que un cambio
en el grado al cual una enzima.es.limitante resulta en un cambio opuesto
en la otra enzima. Si, por ejemblo, se disminuye la concentraci®n de la en-
zima E, mediahte una inhibiciﬁn especifica, entonces la concentracifn del
sustrato 51 aumenta hasta alcanzar el mievo estado estacionario. El incre-

mento de Si conduce a que la enzima E, trabaje en una situacifn mas aleja-

da del equilibrio y la enzima E; en una condicibn mas cercana al equili-
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librio en comparacidn con el estado estacionariq inicial, Por el contra~
rio, si ocurre una activacidn de E,, 8; dismiﬁuye y entonces El se vuelve
mas limitante porgue trabajaria en una situacidn mas alejada del equili-
brio. Este andlisis cualitativo fue utilizado por Stoner y Cols. (31,32}
en el estudioc de la fosforilacibn oxidativa. Estos autores concluyeron que
existe relacidn de acoplamiento secuencial entre dos reacciones en una via
metabSlica, cuando una limitacidn (o activacidn) en la actividad.de una en-
zima conduce a un campio reciproco en otra enzima. Si esto no ocurré la re-
lacidn es de tipo no-secuencial.

La teoria del control metabdlico (23-30) describe otro conjunto de coéf
ficientés que especifica los efectos de las enzimas sobre las otias varia-
bles sisﬁémicas, las concentraciones de los metabdlitos.Los intermediarios
v los cofactores son las conexiones entre las enzimas y cinBticamente esto
significa por supuestc gque el producto de una reaccidn es el sustrato de
la proéxima, © bieﬁ un efector producido por una_reaceién puede actuar como
un inhibidor o activador en otra reaccidn. ‘

Consid8rese nuevamente un cambio en la velocidad de la enzima E, el
¢ual tenderi a producir un cambié en la concentracidtn de £u sustratQ..La
magnitud de este cambic gue se transmite hacia la primera enzima dependerd
de la naturaleza de las enzimas (Km,Vm) y de su microambiente; Estclaro
gue entre més cerca a la saturacidn se encuentre una enzima, mis reducida
serd la respuesta a los cambios en la conﬁentraciﬁn del sustrato. La expreg
si&ﬁ matemitica de esta respuesta es:

vy : - . .
= i i (VIII)

donde se ha . designado como coefic¢iente de elasticidad {30). Debe notar-

se que este coeficiente define el cambio diferencial en la velocidad de

una enzima "aislada" y es por lo tanto una propiedad local y no una propie
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dad del sistéma, tal como 1o es el flujo a través de la via completa. Es
decir, si oourrid un cambio en la concentracidn de un metabolito, este
debi® haber sido causado por un cambio en alguna epzima o por algln efec-
tor o sustrato externos. L.as variaciones en las concentraciones de los me-
tabolitos son efectos m&s que causas; por eso es inadecnado proponer que
un metabdlito controla el flﬁjo, pues ambos éon matuamente dependientes,

Para cada enzima existen tantos coeficientes de elasticidad como sus-
trafos, productos y efectores interactuen con ellé. Bl valor de = de~
pender&, en parte de la proporeidn de desequiiibrio de los metabdlitos y
del grado de saturacidn. El valor numérico puede ser muy grande (positive
si aumenta la velocidad al incrementar el'metabolito, ecﬁacién VIII o ne-—
gativo si disminuye la velocidad al incrementar el metabolito) para reac-
‘cicnes cercanas al equilibrio o para moduladores alostéricos. Un valor muy.
alto de g se manifesﬁar& como un ;ambio en las concentraciones de metabo-
litos, satisfaciendo el teorema del entrecruzamientc, pero estc no necesa-
riamente significa que esa enzima tenga un papel importante en la regula-
ci6n del flujo. EL valor del coeficiente de control dé flujo Ci es un fac-
tor igualmente importante.

La teoria del control metabblico (23-30) describe una relacifn cuanti-
tativa entre los coeficientes de contrel de flujo vy los coeficiente; de
elasticidad de enzimas conectadas por un intermediario comfin. Esta rela-

cidn se llama propiedad de la conectividad.

£n la figura 4 se ilustra esta propiedad. La enzima E, disminuye un 1%
y la pregunta es ique factores determinaran el valor del nuevo estado es-
tacionario? En el caso A; la enzima E:; tiene una Km de 8mM y en el caso
B, de 0.1lmM. La enzima E, es constante en ambos casos. La concentracidn de
5., el intermediario com@in es de 4mM. Para el caso A, la enzima E, es muy

sensible a los cambios en la concentracibn de 8, pues estd por debajoe de
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la Km. Asi, un cambio de 5, de 4 a 4.04mM debido a la inhibicign del 1% de
E;, produce un inqremento de 0.96% en la velocidad de E, ¥y el nuevo estado
estacionario es casi idéntic§ al inicial. La enzima E; es poce sensible a
los cambios en la concentracidn de S; debido a su baja constante de inhi-
bicidn por producto(Kp)y sole disminuye 0.26%. Intuitivamente podemos se-
flalar para este caso gue E; no tiene una contr;bucmén importante en el con
trol del flujeo y gue E; si ejercg control acorde con la propiedad de la ‘
sumacidn. Por otro lado, en el caso B, la enzima E, es muy poco sensible

a los cambios en $: pues se encuentra 40 veces arriba de la Km. Esto oca-
siona gue S, aumente mas que en el primer casﬁ‘e inhibe 0.80% a la enzima
E,. De aqui que el nivel del nuevo estado estacionario dismimuya signifi-'
cativamente. Entonces, E, ejerce un control importante sobre el flujo ¥y E;
no tiene una contribucidn apreciable. .

"Este ejemplo sugiere gue hay una relaeifin reciproca entre la magnitud
de los coeficientes de control de flujb v las sensibilidades de las enzi-
mas a los cambios en las concentraciones de los iptermediarié§ comunes.

La propiedad de la conectividad es una formulacidn cuantitativa de estas

observaciones cualitativas:

Esta ecuacidn muestra gue la proporcibn entre las elasticidades de las
enzimas E; ¥ E; hacia un metabolito comin (Si), determina la magnitgd de
los grados de control de estas enzimas, una conclusifn que ya se habia oﬁ*
tenidc cualitativamente en el ejemplo de la figura 4.

El anilisis reélizado al sistema de 2 enzimas puede extenderse f&cil-
mente a un sistema c¢on n enzimas. Para cada par de enzimas que compartan

un mismo intermediario habra una expresifn de la propiedad de la conectivi-
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Fig. i I1llustration of the connectivity theorem: the relative sensitivities
of enzyme | and 2 towards the common intersmediate $2 determine the magnitude
of the flux coantrol coefficients of these engymes. The pathway of Fig. 3A and
3B consists of two enzymes: the first being identical in Fig. 34 and 38 and
the ‘second with differemnt kinetic parameters in Fig. 3A and 3B. The concencra—
tion of initial subscrate Sy and final product P are kept constant ($) = 10
m?i P @ 10 mM}, The kinectic parameters of enzyme | in Fig, 3A and 38 are:

kel =0 o, K.Pz =S;;_ oM, V5 = éSD, Vp = 0. The kinatic parameters of cnzyme 2
“in Fig. 3A are: =8 oM, Ky ) mg Vg = 2300, Vo = 0. The kinetic para-
meters of enzyme E in Tig. 3B are: ¥ . 0.5 o™, & = 5 oM, Vg = 1075, ¥, =
0. The concentration of the comwn Intermediate 57 was set at 4 mM. Under
these conditions steady state flux through the pathway amounts to 100. As ip-
dicated in the figure 1% of the activity of enzyme 2 was removed both. in Fig.
3A and 3B. The subsequent changes in vy, v and the concentration of 57 were
catculated as a function of time with the aid of the kinetic parameters of
enzyme | and 2 using 8 simple calculation program.

De: R A Wanpers (1985) Ph, D. Tuesis, Unwersity of ANSTERDAM

dad (ecuacidn IX). De esta manera, el coeficieﬁte de control de fluje dé
cada enzima puede expresarse solo en funcifn de todos los coeficientes de
elasticidad en eJ. sistema. Estd indica que las propiedades locales de 1as
enzimas puéden considerarse como lés responsables de generar las proéieda-
des.glbbaies de la via metab6lica. Ademds, la propiédad de la conectividad
démuéstra que carecen de fundamentce preguntas tan comunes en la literatu-
ra como, si es el flujo limitado por el sustrato o por la enzima, pues pue
de haber reacciones con altas o‘bajas elasticidades conjuntamente con altos

o bajos coeficientes de control.
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SOLUCION ANALITICA PARA F Y C, EN UNA SECUENCIA LINEAL

Heinrich y-Rapoport (26) realizaron los cilculos necesarios para obte-
ner  expresiones matem&ticas de C, ye, en términos de ias variables de
una via metab&lica lineal y asf, tratar de:racionalizar el concepto de'cog
trol metabSlico. Estos autores consideraron una via come la mostrada en la

figura 1. Entonces plantearon las ecuaciones de velocidad para cada reac-

cibn:
gil = kS, =~ (k-it k) S "+ X2 82, (primera reaccién)
as. . .
n = knsn-l‘ (k_n + v} Sn {ltima reaccidn)

resolviendo el sistema de ecuaciones lineales no homegeneas y considerande

que el flujo total es F = Y5, se obtienes:

n

s
o .
F = N 5‘)-._-.,1 q]

(x}
n n .
1+ yE rk(l + qk) Tq,

k="' m=k+1
donde 1, = _1 es el tiempo de relajacién y
k, + k_
* i
q; = Ei es la constante de equilibric de cada reaccitn
k

i
Observese que el flujo total F es entonhces uné funcién de factores ter-
‘medindmicos (qi) y cinéticos (Ti)- En el caso egspecial donde qi=:l (i =1,
...sN), la ecuacidbn X se transforma en:

F = s (X1)
T2
X

= |

T
lk

It

En esta situacibn todas las reacciones se encuentran en equilibrio ter-
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ecuacidn X.

si  q;= L(i=1,2,...,n)

(X1V)
n
It
Ahora bien, si se considera la etapa irreversible donde a; > 1 se ob-
- tendrian las 3 ecuaciones siguientes:
1. Para calcular el grado de control de una enzima anterior a la etapa

irreversible dondei < 8

8-
| Tiil+qi) 1 qj
c, = 1= ‘ (Xv)
i -
1=1 cT 5=1
T + ETk (1 +qk] o9 9
k=, =kt

2. Para caleular C; en la etapa irreversible i = 8

- entonces se tiene
la ecuacibn:

¢ = * : {XVI)
: i-g i-;
T, + It {1+g, ) T g.
1 g-, K K ymke 3

3. Para calcular C:.L de enzimas localizadas después de la etapa irrever

sible donde i > S se tiene que:

c; =0 _ (XVII)

lo que implica que esas enzimas no ejercerian control scbre la via.
' . » ’ s .. w
En términcs de regulacifn metabflica, las etapas irreversibles “acortan

la cadena'(ci = 0 para i<g). 8in embargo, si la via tiene retroalimentacibn

las enzimas localizadas més alld de la etapa irreversible pueden lledgar a

tener influencias.
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CONCEPTUALIZACION DEL TEOREMA DEL ENTRECRUZAMIENTO EN LA TEORIA DE CONTROL

Otro conjunto de ecuaciones similares a las anteriores tambi&n fuercon
.desarrcollados por Heinrich y Rapopoft (28,29) para cadenas no lineales y
para vias metabflicas que no Se encuentran en estade éstacionarioJ Estos
miémos autores demuestran en un estudio sobre la validez del teorema de
entrecruzamientol(ZT), que existen diversos casos én los cuales las condi-
ciones derivadas de este teorema pueden ser errdneas. Estos casos son:
(&) un efector externo puede modular a mis de una enzima. Considéresé por
ejemplo un efector M que es activador de dos énzimas Ej}¥E# gue no sen ne-
cesariamente adyacentes en la via. Dependiendo de los coeficientes de coh-
trol v elasticidad, pueden ocurrir puntos de entrecruce en una u otra enzi-
ma, en ambas a la vez o afin m&s sorprendente, en ambas y surgir un tercer
pseudo-entrecruce en medio de ellas, siempre gue los coeficientes de con-
trol de fluio de las enéimas intermedias sean cercanos a Cero f la enzima
con el pseudo-cruce tenga ﬁna T mayor de pero; {b) flqjé lateral de metabo-
iito#. En este caso, la variacién de intermediarios gue ingresan o salen
'aé la via en puﬁtos_intermedios puede'generar pseudo-entrecruces, afn en
reacciones cercanas al equilibrio o en aquellas-catalizadas por enzimas no
alostéricas. (¢) existencié de efectores internos. Estos moduladores son
generados por 1a propia via metabslica y dependiendb de su sitio de accién,
pueden hacer desaparecer a los verdaderos puntos de enﬁrecruce, generando
solo mitades de entrecruce (halfécroséover) {d} cambio en el estadc de for-
macidén de complejos de los metabolitos.

Heinrich‘y Rapoport (275-derivaron‘una ecuacidn para la identificacidn

de los sitios de interaccibn de efectores:

B ?_}.) =1 ="ia+ %) {(RVIIT}
LT oo 9

donde R es el producto de-los sustratos de la reaccidn i y Qi es la KAM'
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N&tese que el té&rmino de lé derecha es una constante. Si una etapa es
modificada por algln efector, el tiempo de relajacién T cambiard. Puede
determinarse entonces experimentalmente el valor de Qi (KAM) antes. y des-
pués de la adicidn de algtin efector y todas las reacciones donde sé obser-

va un cambic serdn identificadas como puntos de regulacién.

APLICACION DE LA TEORIA DE CONTROL EN VIAS METABOLICAS ESPECIFICAS

La cuestidn de la aplicacién de los conceptos desarrclladoes por la teo-
.ria de control estriba, en su evaluacidn experimental. La pregunta parece
ser Zcdmo ca;cular los valores de éi \'4 Ei para todas las enzimas y todos
log metabolitos de una via metabdlica? Es importante recordar gue se re-
quiere variar la concentracidén efectiva de enzimas para calcular Ci {ecua-
cibn V). Asi la determinacién de los coeficientes de control de flujo sé
ha realizado empleando 3 métodos diferentes.

1. Ei grupo de Kacser ha utilizado la variacién genética de mutantes
b heterocariontes de Neurospora crassa para manipular. las concentracioﬁés'de
las enzimas de la biesintesis de arginina y urea ((33). Ellos concluyeron
gue en la cepa nativa de Neurospora, la actividad de la argininosuccinato
sintetasa era la que posefa mayor cﬁntrol sobre el flujo total (Ci= 0.405.
El resto de las enzimas tenian coeficientes de control menores a 0.10. Es-
te mismo enfogue se utilizd en él anilisis de la expresifn fenotipicé ¥
‘Kacser y Burn (34} concluyeron gue la amplia distribucién de la recesividad
genética observada en el murdo bioldgico de acuerdc con las leyes de Mendel
se debia a los bajos valores de los coeficientes de control de la mayoria
de las enzimas.

2. Otros investigadores hén derivado modelos matemdticos adecuados gue
posteriormente son evaluados experimentalmente a través de lé medicidn de

algunas constantes cin&ticas (353-37). Por ejemplo Heinrich y Rapoport (35,
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36) determinaron los tiempos de relajacifn -de las 3 enzimas de la glu-
cBlisis aparentemente mis importantes: hexocinasa, fosfofructocinasa

¥ piruvato cinasa (Tabla VII).

TABLA VII. TIEMPOS DE RELAJACION (r1.) Y‘COEFICIE.NTES DE
CONTROL DE FLUJC (C.} DE LA HEXOCINASA (HK) , FOSFOFRUCTO -
CINASA (PFK) Y PIRUVATO CINASA {PK} DE ERITROCITOS HUMA-

NOS (€) :

CONDICTONES ' ‘
EXPERIMENTALES [Gep] [PEP]  [ATP-Mg)  flujo  HK  BFK  PK  ONK  CPHFK
(8) g 7.2, Pilmf  60° 20 . 680 1200° 1100° 74 30 0.69 0.31
(B) pit 8.2, Pi 1 mM 10 36 570 . 2300 780 6.4 28 0.89 0.1
(C) pH 7.2, Pi 50mM 50 32 800 1800 - 950 41 32 070 0.30
(D) p 8.2, Pi 50m4 16 54 . 910 3200 850 7.4 30 0.85 0.5
{E) o 7.2, Pi 1 .

4°c 13 29 340 70 9000 9000 750 0.71 £.29

a) La temperatura fue 37°C, accepto en el experimento E

b) Las unidades de concentracién para los 3 metabolitos es M
¢} Las unidades del flujo son M/h :

.d) Las unidades de Ti son sey

e} De Rapoport, Heinrich, Jacobasch y Rapoport (1974) (35).

SOrp;eﬁdementemente, la hexocinasa fu€ la enzima més lenﬁa bajo @iﬁeréas
condiciones metab8licas y en consecuencia fué la gque ejerci® mayor con-
trol sobre la via. Otra enzima que ejerce tambi&n un fﬁerte control sobre
la glucdlisis es ;a ATPasa, pero debido a que su actividad conduce a un de
cremento en el flujo total éu contribucién es negativa (Tabla VIII).

Este mismo grupe (37) simuléd laé cohdiciones de sintesis de protefinas
en reticulocitos en fungién de la densidad de ribosomas y de la longitud
del ARNm. Mediante la variacibn de las constantes de velocidad estos auto-

res concluyeron que las etapas de iniciaci®n (Ci = 0.22-0.51) y elongacibn
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TABLA VIII.  COEFICIENTES DE CONTROL DE FLUJO (C,) DE
ALGUNAS ENZIMAS GLUCOLITICAS'®

ENZIMA Ci
Hexocinasa + Fosfofructocinasa - . . 1.37
Piruvate cinasa : . 0.04
ATPasa . -0.33
Difosfoglicerate mutasa -0.04
Difosfoglicerato fosfatasa ~0.04

(a) de Rapdport, Heinrich y Rapoport (1976) {36).

{0.49-0.75) determinan la velocidad de sintesis de proteinas, dependiendo
de la densidad ribosomal. La terminacifn y la longitud del ARNm aparente-—
mente no influyen en el flujo metabdlico.

Por otro lado, McMinn y Ottaway (38} desarrollaron programas de compu-
tacitn donde incluyeron todas las propiedades de todas las enzimas del ci-

clo de Krebs y de la sintesis de glutatidn, como son Km' Vm

ax’ Ki, Ka. Keg

y el mecanismo cinético (por ejemplo, mecanismo hexa-uni ping-pong, entra
un sustato y sale un producto tres veces, para el complejd de la oxogluté-
rato deshidrogenasa) . Variando las concéntraciones de las enzimas o de me-
tabdlitos y manteniendo constante el resto del sistema, estos avtores cal-
cularon los respectivos coeficientes de control de flujo y de elasticidad.
lLos valores encontrados de Ci para el ciclo de Krebs indican que la citra*
to sintetasa (Ci = 0.83) es la enzima que ejerce el mayor control de la
via, mientras gue la isocitrato y succinate deshidrogenasas.(ci = 0.08) s6-
lo reqgulan el flujo ligeramente., De nueva cuenta es éorprendente que la
oxoglutarato deshidrogenasa no ejerza control sobre el ciclo de Krebs,

_pues en una enzima tipicamente alosté&rica.
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-Bohnenéaék v coiaboradorgs (39i estimaron los yalofES de los coeficien-~
tes de control de flujo de la respiraéién miéocondrial mediante simulacio-
nes por computadora y experimentos de titulacién con'inhibidores.especifi_
cos. Modificando el valor de la .i.'elaqién ATP/ADP extramitocondrial, los
valores computarizados dg Ci mostraron que la translocgsg de adenin-nucleg
tidos lCi = Q.BS—O.EO)-es la‘e?zima mds importante en el contro; de lé res
piracifin mitocondrial. 7
3. Otros grupoes han venido utilizando'fecientémente el método de inhi-
bicidn especifica para la modificacién de las acti§idades ehzimétigas. Ori-
" ginalmente desarrollada por el grupo de ﬁesterhoff Yy Tager (40), la idea
bisica es la de titular el flujo metabSlico con diferentes inhibidores (al
menos uno para cada enzima de la via) y calcular la pendiente inicial de la
curva de inhibicidn. La determinacifn del valor del coeficienté de control
de ei flujo depende entonces dél tipo de inhibicidn, de acuerdo con las si-

guientes f£&rmulas (40):

Para inhibici®n C; = ,Imax (gg ) ' . {XIX)
irreversible F daT )
inhibicidn Ci.=__§1 ar .
no-competitiva F dar ’ {(XX)
inhibicitn Ki (1 + ¢ )

T C = km daF (XXI})
competitiva g Tomm—— ( aT
donde F es el flujo total de la via, Imax la cantidad minima de inhibidor

necesaria para obtener la méxima disminuci6n dél flujo, Ki constante de in-
.hibiciﬁn, 8 concentracién de sustrato, K, constante de Michaelis y dF/dl
la pendiente de la curva de inhibiciﬁn. .

El ‘procedimiento experimentgl para calcdlar Ci.consisté en determinar
'la pendiente inicial de la curva de inhibiciéh (dF/dI) y relacionar este
valor con la velocidad de flujo no 1nh1b1do (Fly los correspondlentes pa-

rametros 01netlcos Se considera la pendiente lHLCLal porque aqui ocurre



TESIS CON

FALLA DE ORIGEN
37

una inhibicién lineal gque permite extrapolar al nivel inicial de esta-

do estacionario, que es el estado de inter&s. Alguncs ejemplos de los cil

‘culos requeridos paralobtener Ci SOnllOS siguientes: en la figura 5 se

muéstra el efécto de varios inhibidores respiratorios y de la ATP sinte-

tasa sobrerla.réspiracibn estimulada por Asi.(arsenato ibnico) (Figura 6).

Eﬁ el caso de la titulacidn COn‘malato {figura 5 A), el valor de la pen—

diente inicial es -4.4, la Ki dél acarreador de dicarboxilatos.para malato

‘es 0.23 mM, la #oncentracicn de succinato es 5 mM, la Km para succinato

-1

1.17 mM y el fluje inicial F es 132 n étomés oxigeno mg—l min ~ . Emplean-

. do la f£6rmula XXI para inhibkicifn competitiva tenemos que:

c, = - 0.23 (1+ 5/1.17) (-4.4) .= 0.04
132

| Para la curva de titulacién con azida (figura 5 A}, se utiliza la £0r-
muia XX para inhibicidn no competitiva. En el caso del HOQNO {(un andlogo
de Coenzima Q) , claramente se'obéerva que la pendiente inicial es cero,
- por lo cuél la etapa inhibidalno ejerce control sobre la via (?abla IX).
‘Finalmente en la titulacidén con el inhibidor irreversible oligomicina (fi-

guré 5 B) tenemos los siguientes cllculos empleando la ecuacifn XIX:

c, = 236 ‘ .
i . TEe  (-0e0) = 0.76 | {+ADP)
c, = 275 (-0.35). = 0.70 {- ADP)
137 '

Empleando este enfoque Groen y colaborazdores (40}, determinaron los
grados de contrel de las enzimas de la fosforilacibn oxidatiVa mitocondrial
siendo la translocaga de adenin-nucleétidos (Ci = 0.33}, el acarreador de
dicarboxilatos {Ci = 0.33) vy la citocromo oxidasa (Ci = 0.20), las que ejexr
cian el ﬁayor control. Debido a la facilid;d gue brinda el uso de inhibido-~

res especificos, este enfoque se ha popularizado rfpidamente. Por ejemplo
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se ha utilizade en el anflisis del control de la aresenilacidn oxidativa
(41), un proceso andlogo a la ‘fosforilacibn pero sin la participacién de

la translocasa de adenin-nucledtidos (Tabla IX).

TABLA m: COEFICIENTES DE CORVIROL, DE FLUJO (Ci} DE LA ARSENITACTION
CKIDATIVA MITOCONERIAL &
ENZIMA ' c; Irhibidor
ATP sintetasa 0.70 Oligomicina (irreversible)
0.76 {+ ADP)
Citocram oxidasa 0.17 Azida (no competitivo}
Canplejo de citocramos 0.0 i HOONO (no eompetitivo)
S B ) " 0.02 Antimicina (irreversible)
Acarreador de As; 0.12° Fosfato (campetitivo)
0.0 N (no competitivo}
Acarreador de . . 0.05 Malato {competitivo)
dicarboxilatos 0.10 - . Mersalil (no competitivo)
(a) Tomado de Moreno-S&nchez, R. (1985) (41)

En esta via, el érsenato ingresa a la mitocondria a través del acarrea
dor de fosfatds, se combina- con el ADP endfgeno en una reaccidn. catalizada
por la ATP sintetaéa, la cual consume el gradiente de mt generadoc por la ca-
dena respiratoria para sintgtizar ADP « As Y como todos los &steres org&ni-
cos de arsenato; el producto se hidrqliza-esponténeamenté en el medio acuoso,
creandose un ciclo de sintesis & hidr6lisis a nivel de la ATP sintetasa {(fi-
gura 6). Debido a que eﬁ la arsenilacibn no esti funcionando una de las en-

' zimas importantes (translocasa) todo el control de la via radica principai-
mente en la ATP sintetasa (c; =0.74).

Por otro lado, Wanders y 6olaborado:es'(42} usando norvalina, un inhibi-

dor competitivo de la ornitina transcarbamilasa y la propiedad de la conecti



OH~ ADP

- FTigura 6. Mecanismo de Estimulacifn Respiratoria por Arsenato. El As,
penetra a la mitocondria a través del intercambiador Pi/CH el
vual es sensible a mersalil. El As, reacciona entonces con el ADP
-endbgeno para formar ADP-arseniladd, mediante un proceso cataliza
do por la ATPasa v dependiente de energia. El ADP-As es inestable
en soluciones acuosas y se hidroliza ripidamente, produci&ndose un
reciclaje de As, a nivel de ATPasa con gasto de energfa. El ADP-
As también podrla ser expulsade por la translocasa de adenin-nu-

cledtidos e hidrelizarse posteriormente en el medio extramitocon-—
drial,
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vidad de la teoria de control, concluyeron que la sintesis mitocondrial de
citrulina es controlada exclusivamente por la carbamil-fosfatq—sintetasa
(Ci = 0.88-1.10), mientras que la ornitin ﬁranscarbamilasa, la anhidrasa
carbbnica, la sintesis de ATF y el transporte de ornitina no contribuyen
significativamente a la regulacifin del flujo. Los elevados coeficientes de
control de flujo de la ATP sintetasa en el caso de la arsenilaéibn (41) ¥
de 1& carbamil-fosfato sintetasa en la sintesis de citrulina (42), pueden
éxplicarse por los bajos coeficientes de elasticidad de las enzimas subse-.
cuentes hacia sus sustratos (translocasa de adenin—nucléétidés ¥y ornitina

transcarbamilasa, respectivamente).
Objeciones al Uso de Inhibidores Especificos.

Se pﬁede sefialar 3 inconsistencias en la determinacién de los coefi-
cientes de contrel de flujo usando la pendiente iniciai de la curva de ti-
‘tulacibn.

1) No exiéte criterio analitice pﬁra decidir a partir de qu§ rango de
concentraciones de inhibideor se debe iﬂiciar la titulacién del flujo. Es
cierto que si la titulacién empieza con concentraéiones.de inhibidor extre-
madamente bajas, la pendiente "inigial (dF/AI) siempre serd igual a cero. Lo
contrario‘sucederé'si la titulaciﬁn empieza con concentraciones ;elativamen-'
te altas. Un criterio semiemp;rico serfa iniciar la titulaci6n con una can-
tidad de inhibidor igual a 0.1 Ki, este criterio fu& empleado en el anfilisis
de control de la fosforilaci§n ¥ arsenilacidn oxidativa (41).

2) Cuando se usan inhibidores irfeversibles, se requiere jdentificar
cual es la concentracifn minima necesaria de inhibidor para alcanzar la in-
hibicibn méxima (Imax)'de acuerdo con la ecnacidn XIX, ver, por ejemplo,
figura. 5 B donde se usd un inhibidor irreversible. Como la zona de mixima
‘inhibicién no es lineal existe cierta incertidumbre para determina; Ima .

X

- ademds, no siempre pueden garantizarse las condiciones Sptimasg para la unién.
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estequiométriqa del inhibidor a su enzima.

' 3) Er el caso de inhibidores reversibles se reguiere conccer las cons-
tantes de inhibicibn (Ki) y de Michaelis (Km), ademis de la éoncentracién
real de sustrato {ecuacioneé XX y xﬁI); Aqui.se.supéne que dichas coﬁstan*
tes son de la misma magnitud .cuando serdeterminaron en la enzima aislada
que cuando se extrapolan a las condiciones particulares ae la via metapbbli-
ca. Sabemos que la asociacibn de un ;igando depende muchas veces del pH,
temperatura y fuerza ifnica y estos parimetros generalmente ho son iguales
en 1#s'cpndiciones de la enzima aislada ¢ en la via. Ademds, débido a estos
mismos factores, las conformaciones de las enzimas pueden ser completamente

diferentes.
EPILOGO

Los criterios “"clAsicos" empleados en el anélisis del control metabﬁlie
co y dlscutldos en la primera parte de este trabajo solo describen cualita-
tivamente a las enzimas gue regulan el flujo de la via, esto no significa
que dichos criterios utilicen premisas equlvocaaas, simplemente, no estable
cen un anilisis rigur@so de las variables dei sistéma‘(flujo Yy concentracio-
nes de metabolitos céntra concentréciones de enzimas);.La teorfa de control
desarrollada originalmente por Kcser y Burns (23-25) y Heinrich y Rapoport:
(26-29), establece un estricto tratamiento matemdtico que permite cuantifi-
car el grade de control gue ejerce cada una de laé enzimas de una via meta-
bSlica, considerando todas las variables del sistema. De esta manera, el
desarrollo ﬁonceptual de la teoria @e control ha proporcionado la posibili-
dad @e plantear preguntas cuantitativas sobre regulacién metabélicé y Ob-
Vtener, respuestas cuantitativas y precisas. Esto seguramente estimulard en
los préximes anios el estudio del control del metabollsmo y conduciri a la

conclusién de que toda via metabflica es una soc1edad democrética donde to-~
Zas las enzimas tienen derechos y obligaciones.
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ESTRUCTURA Y COMPOSICION_MITOCONDRIALa

"

La mitocondria es uno de los organelos mas ampliamente distribuidos
en lé naturalezé, pues se logaliza en animales, vegetales, hongos y prptis-
tas. Este organelo se éncarga de sintetizar el ATP, la molécula que la cé-
lula utiliza como fuente de energia. Se ha calculado gue hay de 1000 a 2000
mitocondrias por célula hepltica ¥y que el volumen gue ocupan es del 30-40%
del total celular. La forma gue adoptan es muy variada y puede ser esférica,
alargada & laminar. Estan constituidas por dos membranas: una externa Yy
una interna éue forma pliegues o crestas. Funcionalmente puedeh observarse
dos tipes de mitocondrias: en estado condensado, la mitocondria sintetiza
ATP, las crestas estan hien definidas y el volumen interno es muy reducido
{0.4~1.0 ul/mg prot. mit.); en estado ortodoxo, la mitocondria esta hincha-
da, no sintetiza ATP, las cretas desaparecen, es diffcil distinguir la se~
paracidén entre las dos membranhas y el volumer: interno.es relativamenté gran=
de (2.0 pl/mg) (43-45).

La membrana externa es sumamente permeéble a metakolitos y polimeros de
no mas de 8,000 daltones de peso molecular, lo cual parece estar relaciona-
do con una proteina_formgdora de canales llamada porina (46). Aungue &s po-
sible gue el limite de permeapilidad sefialadc sea mis amplic puesto que el
citocrome ¢ (PM 12 kda) es capaz de estimular la respiracién mitoéondrial.

gin embarge, recientemente se reportd gque la oxidacidn del citocromoe ¢
exSgeno era catalizada por una pequefia fraccibn (5-12%) de mitocondrias ro-
tas la cual siempre esta presente en todas las preparacioneg mitocondriales
(46a). En la membrana externa tambié&n se encuentra-lé monoamino'oxidasa, en=-
zima eﬁ células nerviosas se encarga de metabolizar algunos neurotransmiso-
res, asi como un citocromo bs, cuya funcién es afin desconocida. En cuanto

a.‘Parte de esta seccidn de la tesis apareci6 publicada en las Memorias del
Curso de Actualizacidn "Procesos Celulares" Fac.Med.Vet. y Zooct. UNAM 1984
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a la composicifin iipidica esta membrana contiene cantidades apreciables de
colesterol y en contraste con la ﬁembrana interna no posee cardiolipina,
élgo totalmente contario a lo gue sucede en la membrana interna.

La membrana interna mitocondrial es mas compleja. Contiene una gran va-
riedad de actividades enzimsticas.y de transporte, algunas de las cuales no
han sido tedavia bien-caracterizadas. La siguiente es una lista de los com—
plejos proteicos de la membrana interna que han sido purificados vy relacio-
nados con alguna funcidn (47,47a):

- NADH deshidrogenasa o Complejo I. Cataliza la transferencia de 2 electro-
" nes de NADH hacia ubiquinona y tiene a¢tividad de bomba de H'. Tiene un pe-
so molecular de 850,000. Ests constitufdo por al menos 16 polipéptidos. EL
NADH es oxidado en el lado de la matriz mitocondrial por un.componente que
tiene ligado FMN. Contiene entre 4 a 7 ferrOSulfo—proteinas. Es inhibida
especificamente por rotenona y piericidina. .

- Succinato deshidrogenasa o Complejo II. Cataliza la transferencia de dos
electrones desde sucqinato a ubiquinena; no tiene actividad de bomba de'H+.
Estd constituida por 4 poliééptidos; con un’ pesc ﬁolecular de 9ﬁ,000. La
subunidad mayor tiene unido covalentemente FAD; contiene aés ferrosulfopro-
teinas y mantiene unido un citocromo b, diferente a iOs del complejo III.
Se inhibé competitivamente por malonato y oxaloacetato. .

- Compiejo bcl-é Complejo III.lCataliza ia transfgreﬁcia de dos electrones
desde la ubiguinona al citocromo ¢ ¥ expulsa H fﬁera de la mitocondria.
Estd constituide por 8 subunidades, incluyendo 2 citocromos b y un citocro-
mo ¢ tiene un peso molecular de 280,000 Es inhibido por Antimieina A. -

- Citocromo oxidasa & Complejo IV; Cataliza la transferencia de 4 electro-~
nes desde el citocromo c hasta el oxigeno y posee actividad de bomba de H+.
Estd constituida por 2 citocromos: a Y @5, los cuales son distinguibles por-

que ay reacciona con el oxigeno y con los inhibidores ¢O,CN” y N;. Tiene un
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peso molecular de 200,000,
- AiPaéa.o Complejo V. Cataliza la formacidn de ATF a partir de ADP v fos-
fato, utilizandc la energia proveniente de un gradiente electroguimico de

H+. Estd constituida por aprox. 19 subunidades. Tiene un peso molecular de

" 500,000. Es inhibida por cligomicina ¥ aurovertina.

- Acarreador de ADP/ATP. Esta protefna cataliza el intercambio de un nucled-
.tido interno por otro externc y durante la fosforilacidn oxidativa funciona
introduciendo ADP yIEXpulsando ATP. Estd constituida por dos subunidades
idénticas con peso molecular de 30,000. Es inhibido por atractildsido, car-
béxiatréctilésido, ac, agérice y ac. bonkrékico.ﬂ
- Acarreador de Fosfato. Durante la fosforilacifn oxidativa funciona intro-
duciendo fosfato y sacando OH . Tiene un pesc molecular de 30,000 y es in-
hibido por N-etilmaleimida y mersalil. Tambi&n puede transportar arsenato.
- Nicotinamida nucleétidp transhidrogenasa. Cataliza la transferencia de
electrones de NADPH a NADi, generando un gradiente electroguimico de H+. El
sitio catalftico estd en el lado de la matriz.
- Acarreador de Calcio.. Se han realizado algunos intentos para aislar a la
proteiné responsable del transporte de calcio, pero cada investigador extrae
una mol&cula diferente. A pesar de esto, con una de estas preparaciones se
lograron obtener anticuerpos. Se inhibe con rojo de rutenio y lanténidos.
Existen algunas otras proteinas bien estudiadés que se encuentrah a uno
u otro lédo de la membrana interna. Como ejemplo tenemos: la glicerol fosfa-
to deshidrogenasa, adenilato cinasa, carnitina acil transferasa, betahidro-
sibutirato deshidrogenasa y acilCcA deshidrogenasa, entre otraé. Ademis se
han obhservado actividades de transporte para una gran cantidad de metaboli-
‘tos sin gue a.la facha se haya logrado'ais;ar a los acarreadores especifi-
co#.

Aparte de la bien conocida funcién de las mitocondrias de formar ATP,
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existe una multitud de procesos metabBlicos que se realizan parcialmente &
en su totalidad en el interior de las mitocondrias entre las cuales se pue-
den citar las siguientes: .
; Ciqlo de Krebs. Oxidacibn total de carbohidratcs, lipidés y amincdcidos.

- Beta oxidacidn. Degradacifn de &cidos grasos.

3

Metabolismo de amino&cidos. La mitocondria posee enzimas para la sintesis
y degradacifn de algunos aminodcidos, c¢omo son transaminasas y la glutamato
deshidrogenasa.

- Gluconeogénesis. En la matriz mitocondrial se localiza la piruvato carbo-
xilasa y en algunos organismos también la PEP carboxicinasa, enziﬁas regula~
doras de la via.

-_Ureogénesis. Se encuentran la carbamilfosfato sintetasa y la ornitina trans
carbamilasa, enzimas qﬁe inicial la via. .

- Sintesis de &Acidos grasos. La -mitocondria -se encarga de alaréar 1§ cadena
de los &cidos sintetizados en el citosol.

- gintesis de Porfirinas. La mitocondria posee la coproporfirinSgeno ITIL
descarboxilasa y la protoporfirindgenc oxiaasa en la matriz y la ferrcquela-
tasa y la deltaaminolevulinato sintetasa en la membrana interna.

- Sintesis.de hormonas estercides. La primera reaccibn de esta via es la
conversidn de colesterol a pregnenclona, catalizadé'pof la enzima mitocon-—

drial desmolasa chesterol oxidasa.

MECANISMO DE SINTESIS DE ATP

' Este pfoceso para su mejor anéllsis puede dividirse en tres problemas;
a) ¢ Como se acbplé la energia de oxidacién de los sustratos realizada
por la cadena respiratoria con la formacifn de ATP?
b)¢ Cémo acopla la ATPsintetasa o ATPasé el gradiente electroguimico
de'H+.¢on la foémécién de ATP?

c)aCuél es el mecanismc quimico en el sitio catalitico de la enzima pa-
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ra la unidén del fosfato al ApP?

Para responder a la primera pregunta, P. Mitchell en 1961 propuso la
llamada hipdtesis quimicsmética, la cual recibif fuerte apoyo experimental
en los subsecuentes 15 afics. Esta hip6tesis postula que del fluio de elec-
trones en las reacciones de oxidoreduccifn de la cadena respiratoria, se
obtienhe suficiente energia libre para gue ciliertos componentes de la misma
cadena respiratoria expulsen'H+ hacia el exterior de la mitocondria, gene-
rande un gradiente electroguimico llamado fuerza protomotriz. Este gradien-
te es aprovechado por la ATPsintetasa permitiendo flujo de H+a través del
componente membranal & F,r que actua come un canal de wt y conduce los icnes
hasta el sitio catalitico de la enzima en la Fy, donde los ut promueven la
unidn guimica del fosfato al ADP (48, 48a).

La hipétesis quiniosmbtica estd basada, por tanto en 4 postuladoé:

a) una cadena de 6xido-reductores qué transloca at

b} ﬁna AT?sintetaéa que transloca H+

c) Una membrana impermeable a icnes

d} Sistemas de intercambio y difusifn, para el -transporte de iones,

acoplados a la translocaci6n de protenes.

Reépecto al primer punto, se ha aislado el componente membranal de la
ATPasa (Fo) de bacterias, cloroplastos y mitocondrias y se ha observado que
funciona como un transportador de H+. También se ha demostrado que ciertos
componentes de la cadena respiratoria actfian come hombas de H'. La conduc-
tancia de la membrana interna a H' es muy baja y por Gltimo existen siste-~
mas de transporte para alguncs iones (Ca++, Né+, K+) {revisado por Exnster
y Schatz, ref. 49). .

l La hipbtesis quimiosndtica presupone que el verdaderc intermediario ener
gético gue acopla la actividad de la cadena respiratoria con la formacidn

de ATP es el gradiente electroguimico de protones, los cuales estan desloca-



49

lizados en ambos lados de la membrana debido a su alta velocidad de difu-
sién en agua. Es consecuencia, la actividad de la ATP sintetasa debe es-
tar determinada por ias voncentraciones de sustrateos y productos y por la
amplitud de la fuerza protomotriz. Esto éignifiga gque el potencial de fos~
fqrilacién AGP varia proporcionalmente con 1; fuerza protomotriz A“H+ de .
- .acuerdc con la ecuacibn:

AGP=nby, (XXI1)
y la constante de proporcionalidad n es el nfimero de protones regueridos pa
ra la sintesis de ATP. El potencial de fdsforilacién se podrfa definir como
la cantidad de enerdia almacenada en forﬁa de ATP de acuerdo con la ecuacidn

AGp= AG®°p + Rt 1n [ATP]
[ADP]1Pi] ¥ Aug,

"gse define como la suma de los gradientes quimico y eléctrico (A¥) de proto-
nes a través de una membrana A;H+ =AY - B% ApH. La.hipétesis gquimiosnidti=-
ca postula que la sintesis de ATP {4Gp) tiene una dependendia lineal a la
magnitud d; la fuerza protomotriz g qué el ntirero de al fequeridés para la
sintesis de una molé&cula de ATP es 2 (48,48a). . .
QﬁimidsmOSis localizada -

Sin embargo, varias cobservaciones recientes han éemostrado que la fuer
za protometriz no gﬁarda una relacifn lineal con la sintesis de ATP en mi-
tocondrias de animales {50} y vegetales) (51), en particulas submitocondria-
les (52), éloroplastos.y bacterias (54) Estos estudioé se han realizade
afiadiendo inhibidores de la cadena de transporte de electrones o bien -
titulando con algfin desaccplante y midiendo en cada caso la velocidad de.
sintesis de ATP y la fuerza protomotriz. Con los inhibidores se ha obser-
vado que la fﬁerza protomotriz permanece constante mientras que la velo-
cidad de fosforilacidn disminuye progresivamente. Con los desacoplantes

(6 valinomicina + K') dlsmlnuyella fuerza protomotriz mientras que la sinte-

sis de ATP se mantiene constante. Aparxentemente, la velocidad de formacitn
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de ATP se correlaciona mejor con el nimerc de cadenas oxidorredugtoras ac-
tivas que con la fuerza protomotriz (50,54); por tanto estos datos se han
interpretado como un acoplamiento leocalizade entre cadenas oxido reducto-
ras individuales y ATP sintetasas (55) o bien como un cambio en las propie-
dades cinéticas del sistema fosforilante (56, 56a,56b).
Egteguiometria de la Fosforilacién Oxiaaéiéa.

Otra cuestidn de la hipdtesis quimiocsmStica sumamente controvertida es .
~acerca de las esteguiometrias de los H+ expulsados en cada gitio de conser-
vécién de energia y consumidos en la formacifén de ﬁna molécula de ATP. De
acuerdc con los postulados del acoplamiento quimiosmbStico, en el eguilibrio
'termodinémico habrfa una dependencia lineal del AGP con la energia libre
disponible de la oxidacifn de sustrato (ﬂG; ¢ potencial redox):

- AG =( ATP) AGD (XXIIT)
* 0

donde la constante de proporcionalidad seria el nfimero de mol&culas de ATP
formadas -al oxidarse una melécula de sustrato..Esta ecuacibn es exactamen-
te igual a la ecuacidn XXII si se supone gue AGr y AEH+ son proporcionales.
Debido a que en mitocondrias y particulas submitocondriales contiAﬁan
la respiracifn atn después de que ha finalizado la sintesis de ATP (estado
4) , Lemasters y colaboradores (57-58) han planteado la necesidad de analizar
las relaciones entre fuerzas (AGp,AGr) y flujos (vel. de sinte;is de ATP ¥y
de respiracién)en términos de la termodindmica de procesos irreversibles.
Este enfoque describe las velocidades de respiracién (Jr) y fosforila-
cibn (Jp) mediante ecuaciones linealesg simples:
Jr= (Lr AGr -~ Lrp AGp) {XXIV)
Jp = {Lpr AGr + Lp AGp) {XXV)
dende Lr y Lp son coeficientes directos y Lrp y Lpr son coeficientes cruza-

dos e iguales. Esta condicién de reciprocidad fue planteada originalmente
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(39} para reacciones cercanas al equilibric. Por tanto, pareceria que la
linearidad entre flujos y fuerzas y la reciprocidad'planteada en las ecua-
ciones XXIV y XXV seria dificil de aplicar en la fosforilacidn oxidativa
mitoéondrial la cual es una reaccidn bastante alejada del equilibrio ter-—
modinfmico. Sin embargeo, recientemente se demostrg que ambas condiciones
se cumplian en la fosforilacifn oxidativa en mitocondrias (60) vy parficu—
las submitocondriales (57). El significade bioguimico de los coeficientes
(L) es descrito por dos pardmetros adimensionales, el grado de acoplamien-

to (g) ¥y la esteguiometrfia fenomenoldgica (2):
g = LfB ; %z = {Lp/Lr
JLr Lpl

El grado de acoplamiento toma valores entre 0 y 1. Cuando §=1, las dos
reacciones (respiracibn y fosforilacién) estan perfectamente acopladas. La
estequiometria fenomenolégica 2 representa la estequiometria ideal o meca-

_nistica n dentro de liﬁites defipidos por el gradc de acoplamiento:

gqZs n g

[

De esta manera 2 es idéntico a n conforme ¢ se aproxima a 1.0.

Para la determinacitn de Z v g podr;an considerarse dos estados esta-
cionarios: flujo basai (level flow) vy flﬁjo estitico {static head). El flu-
jo basal es la condicibn en la cual no hay presifin negativa de la reaccifn
de salida (fosforilacifn) y entonces AGp=0. Sustituyendo los valores de g

Y 2 en las ecuaciones XXIV y XXV tenemos que:

Jp =

Ir gqg.z . . (XXVI)
donde Jp/Jr seria la relacibn ATP/O medida empiricamente {61). besafortu-
nadamente, esta condicifn de flujo basal no es posible obtenerla en el ca-
so de la fosforilacidn oxidativa pues la energfa libre de la sintesis de

ATP es muy grande. Es pricticamente imposible fijar cencentraciones de ATP,

ADP y Pi que establezcan un 4Gp=0.
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El flujo estdtico corresponde al clisico estado 4 de respiracifn mi-
tocondrial en el cual aGp es tan grande que la reaccién de salida (fosfo-
rilacién) no puede.proceder, aunque la reaccidn de entrada (respiracidn)
sigue funciocnando y Jp = 0. Sustituyendc leos valeores de g y 2 en la ecua-

cibn XXV se tiene.

_AGr = (XXVITI)

AGP

W B2

Para determinar Z de la ecuacidn XXVII es necesario calcular antes q.

Rottenberg (6l) propuso gue g puede estimarse con la éiguiente expresidn:

g =J1 - Jx(Jp = 0) . (XXVIIT)
Jr (AGp=0)

donde Jr(Jp=0) es la velocidad de respiracién cuando la sintesis neta de

ATP es cero (en estado 4 o flujo estatico) y Jr(sGp=0) es la respiracibn

cuande Gp es cero. Jr{Jp=0) puede medirse directamente perc Jr(AGp=0}

debe extrapolarse del intercepto en el eje de las ordenadas de la grafica

AGp vs Jr {cuandc AGP=0) Lemasters y colaboradores calcularon en particu-

las submitocondriales (57) que el grado de acoplamiento variaba entre 0.77

a 0.81 v tendia a disminuir con la concentracidn de Pi, mientras que 2

con NADH como sustrato variaba entre 3.8 a 4.1 y tendfa a aumentar con la

concentracidén de Pi. En mitocondrias el valoxr de g fue de 0.980.y Z2 fue de

1.99 para succinato, 2.99 para glutamato + malato, 3.16 para g-hidroxibuti-

rato y de 4.07 para oxoglutarato (58)}. En el caso de oxoglutarato esti in-

volucrada una fosforilacidén a nivel de sustrato y para B-hidroxibutirato

el valor de.Z.es Rayor éorque el transporte de este sustfato no requiere

de energia como en el caso del transporte de glutamato. Lemasters y Bilica

(37) propusieron otro procedimient¢ menos laboriosoc para aeterminar_el gra

do de acoplamiento:

—_ .
q =1 - JrlJp=0) .
J Jr (Desacoplada) : (XXTIX)

Los valores obtenidos con esta ecuacidn iban de 0.780 a 0.826 y tendian



53

& disminmuir con la concentracidn de Pi.
Esté mismo grupo (57,58) determind los valores de AGr para los distin-

tos sitiés de concervacitn de energia y de 3Gp, y usando la ecuacién XXVII
propusieron un medelo de 13 at péra el'acoplamiento quimioémbtico, donde
las estequiometrias de ut son 3 para la ATP sintetasa; 1 para los tﬁanépog
tes de Pi y ADP ¥ 5,4 v 4 paré logs sitios 1, 2 y 3 respectivamente. La
finica diferencia con el modelo de 12 H+ (62) es la estequiometria_en el si-

tio 1 por lo cual serfa prematurc descartar este modelo.
Mecanismo Cinético 'y Quimico de la Sintesis de ATP

Respecto a la sequnda pregunta gue nos.-hacfamos inicialmente, existe
tambi&n mucha discusifn acerca de como interaccionan la Fo con la Fl. De
acuerdo con Mitchell, los H+ son conducidos por la FD hasta el sitio cata-

litico en la F,. Boyer (63) propuso un mecanismo indirecto, en donde la

1
conduccidn de H' a través de la F, produce un cambio'copformacidnal en la
Fiv lo cual facilita la unibn de AD? v fcsfaﬁo a una subunidad y libera

ATP de otra subunidad; la formacitn dé ATP se realizarfa a expensas de la
energia élmacenada en la conformacidn "energizada" de la mitocondria; En
-ste sentido se ha demostrado que la'formécién del enlace fosfato-fosfato
en un ambiente no—acucso es egspontfnea, a diferencia del ambiente acuoso
dﬁnde el proceso es endergbnico (64). En la ATPasa de retficulo sarcoplis-
mico, de Meis (65) observé la sintesis espontinea del intermediario de al-
ta enérgia (acil—fosfatb) cuando la enzima se incubaba en un medio hidro-
f6bico con solventes orgdnices. En la ATPasa mitocondrial ya se haAobser—
vado tambi&n la formacifn espontdnea de ATP utilizando sclventes orgénicos
(66} . Por tanto, la hipbtesis para el acomplamiento del gradiente de at

con la sintesis de ATP a nivel de la enzima, serfa la de que el flujo de

+ . .
H a través de la Fo induce un cambico conformacional que capacita a la en-



54
zima para reducir el gradoc de hidratacifn de los sustratos ADP y fosfato,
sproduciendo un ambiente de baja polaridad en el sitio catalitico gque fa-
cilitaria la unidn esponténea de los dos sustratos para formar si ATP.
Actualmente diéha hip&tegsis esta siendo sometida a experimentacidn.

El mecanismo quimice de unién del fosfato al ADP afin no se.ha diluci-
dado, pero se sabe por estudio de jpactivacibn gue para la catflisis son
indispensables residuos de lisina, tirosina, aspértico y arginina. Se ha
proﬁuesto que el grupo carboxilice del asp&rticblpodria ﬁnir.un i6én de mag

.nesio, el cual a su vez estaria orientando 2al fosfato durante. la reaccidn;
el grupo-guanidino de la arginina ﬁniria por atraccitn electrostética a
ios grupos fosfato del ADP, quedando 10s grupos amino y fenolato de la 1li-

sina y la tirosina come responsablies directos de la cat&lisis (67).
REGULACION DE LA FOSFORILACION OXIDATIVA MITOCONDRIALa

En los mamiferos, el ATP proveniente de 1la glicdlisis y de 1la fosfori-
iacién'qxidativa es la fuente de energia utiiizada'para realizar las di-
versas funciones celulares. En particular, las actividades del cerebro y
el cofazén dependen pricticamente en un 100% del ATP suministrédo por la
mitocondria..Entender cémo se regula la sintesis de ATP en las mitocon-
drias es uno de los problemds centrales de la bioenergética que en la ac-
‘tualidad se egtudia intensamente.

La fosforilacifn oxidativa mitocondrial es la sintesis de ATP acopla-~
da a la actividad de la cadena respiratoria. De acuerdo con la teoria qui-
miosmbética, la oxidacién del NADH y FADH2 (forma&os én el ciclo de XKrebs
y la s—okidacién) a través de la cadena de transporfadores de electrones
genera un gradiente electroguimico de H+, el cual es aprovechado pér-la

ATP sintetasa ('FoFl—ATPasa)para catalizar la formacifén de ATP a partir

a. Parte de esta Seccibn de la tesis apareceri publicada en: Boletin de
Educacidn Bioquimica. E&. Dept. Biecquimica, Fac, Medicina, UNAM, 1985.
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existe una multitud de procesos metabBlicos que se realizan parcialmente &
en su totalidad en el interior de las mitocondrias entre las cuales se pue-
den citar las siguientes: .
; Ciqlo de Krebs. Oxidacibn total de carbohidratcs, lipidés y amincdcidos.

- Beta oxidacidn. Degradacifn de &cidos grasos.

3

Metabolismo de amino&cidos. La mitocondria posee enzimas para la sintesis
y degradacifn de algunos aminodcidos, c¢omo son transaminasas y la glutamato
deshidrogenasa.

- Gluconeogénesis. En la matriz mitocondrial se localiza la piruvato carbo-
xilasa y en algunos organismos también la PEP carboxicinasa, enziﬁas regula~
doras de la via.

-_Ureogénesis. Se encuentran la carbamilfosfato sintetasa y la ornitina trans
carbamilasa, enzimas qﬁe inicial la via. .

- Sintesis de &Acidos grasos. La -mitocondria -se encarga de alaréar 1§ cadena
de los &cidos sintetizados en el citosol.

- gintesis de Porfirinas. La mitocondria posee la coproporfirinSgeno ITIL
descarboxilasa y la protoporfirindgenc oxiaasa en la matriz y la ferrcquela-
tasa y la deltaaminolevulinato sintetasa en la membrana interna.

- Sintesis.de hormonas estercides. La primera reaccibn de esta via es la
conversidn de colesterol a pregnenclona, catalizadé'pof la enzima mitocon-—

drial desmolasa chesterol oxidasa.

MECANISMO DE SINTESIS DE ATP

' Este pfoceso para su mejor anéllsis puede dividirse en tres problemas;
a) ¢ Como se acbplé la energia de oxidacién de los sustratos realizada
por la cadena respiratoria con la formacifn de ATP?
b)¢ Cémo acopla la ATPsintetasa o ATPasé el gradiente electroguimico
de'H+.¢on la foémécién de ATP?

c)aCuél es el mecanismc quimico en el sitio catalitico de la enzima pa-



438
ra la unidén del fosfato al ApP?

Para responder a la primera pregunta, P. Mitchell en 1961 propuso la
llamada hipdtesis quimicsmética, la cual recibif fuerte apoyo experimental
en los subsecuentes 15 afics. Esta hip6tesis postula que del fluio de elec-
trones en las reacciones de oxidoreduccifn de la cadena respiratoria, se
obtienhe suficiente energia libre para gue ciliertos componentes de la misma
cadena respiratoria expulsen'H+ hacia el exterior de la mitocondria, gene-
rande un gradiente electroguimico llamado fuerza protomotriz. Este gradien-
te es aprovechado por la ATPsintetasa permitiendo flujo de H+a través del
componente membranal & F,r que actua come un canal de wt y conduce los icnes
hasta el sitio catalitico de la enzima en la Fy, donde los ut promueven la
unidn guimica del fosfato al ADP (48, 48a).

La hipétesis quiniosmbtica estd basada, por tanto en 4 postuladoé:

a) una cadena de 6xido-reductores qué transloca at

b} ﬁna AT?sintetaéa que transloca H+

c) Una membrana impermeable a icnes

d} Sistemas de intercambio y difusifn, para el -transporte de iones,

acoplados a la translocaci6n de protenes.

Reépecto al primer punto, se ha aislado el componente membranal de la
ATPasa (Fo) de bacterias, cloroplastos y mitocondrias y se ha observado que
funciona como un transportador de H+. También se ha demostrado que ciertos
componentes de la cadena respiratoria actfian come hombas de H'. La conduc-
tancia de la membrana interna a H' es muy baja y por Gltimo existen siste-~
mas de transporte para alguncs iones (Ca++, Né+, K+) {revisado por Exnster
y Schatz, ref. 49). .

l La hipbtesis quimiosndtica presupone que el verdaderc intermediario ener
gético gue acopla la actividad de la cadena respiratoria con la formacidn

de ATP es el gradiente electroguimico de protones, los cuales estan desloca-
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lizados en ambos lados de la membrana debido a su alta velocidad de difu-
sién en agua. Es consecuencia, la actividad de la ATP sintetasa debe es-
tar determinada por ias voncentraciones de sustrateos y productos y por la
amplitud de la fuerza protomotriz. Esto éignifiga gque el potencial de fos~
fqrilacién AGP varia proporcionalmente con 1; fuerza protomotriz A“H+ de .
- .acuerdc con la ecuacibn:

AGP=nby, (XXI1)
y la constante de proporcionalidad n es el nfimero de protones regueridos pa
ra la sintesis de ATP. El potencial de fdsforilacién se podrfa definir como
la cantidad de enerdia almacenada en forﬁa de ATP de acuerdo con la ecuacidn

AGp= AG®°p + Rt 1n [ATP]
[ADP]1Pi] ¥ Aug,

"gse define como la suma de los gradientes quimico y eléctrico (A¥) de proto-
nes a través de una membrana A;H+ =AY - B% ApH. La.hipétesis gquimiosnidti=-
ca postula que la sintesis de ATP {4Gp) tiene una dependendia lineal a la
magnitud d; la fuerza protomotriz g qué el ntirero de al fequeridés para la
sintesis de una molé&cula de ATP es 2 (48,48a). . .
QﬁimidsmOSis localizada -

Sin embargo, varias cobservaciones recientes han éemostrado que la fuer
za protometriz no gﬁarda una relacifn lineal con la sintesis de ATP en mi-
tocondrias de animales {50} y vegetales) (51), en particulas submitocondria-
les (52), éloroplastos.y bacterias (54) Estos estudioé se han realizade
afiadiendo inhibidores de la cadena de transporte de electrones o bien -
titulando con algfin desaccplante y midiendo en cada caso la velocidad de.
sintesis de ATP y la fuerza protomotriz. Con los inhibidores se ha obser-
vado que la fﬁerza protomotriz permanece constante mientras que la velo-
cidad de fosforilacidn disminuye progresivamente. Con los desacoplantes

(6 valinomicina + K') dlsmlnuyella fuerza protomotriz mientras que la sinte-

sis de ATP se mantiene constante. Aparxentemente, la velocidad de formacitn
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de ATP se correlaciona mejor con el nimerc de cadenas oxidorredugtoras ac-
tivas que con la fuerza protomotriz (50,54); por tanto estos datos se han
interpretado como un acoplamiento leocalizade entre cadenas oxido reducto-
ras individuales y ATP sintetasas (55) o bien como un cambio en las propie-
dades cinéticas del sistema fosforilante (56, 56a,56b).
Egteguiometria de la Fosforilacién Oxiaaéiéa.

Otra cuestidn de la hipdtesis quimiocsmStica sumamente controvertida es .
~acerca de las esteguiometrias de los H+ expulsados en cada gitio de conser-
vécién de energia y consumidos en la formacifén de ﬁna molécula de ATP. De
acuerdc con los postulados del acoplamiento quimiosmbStico, en el eguilibrio
'termodinémico habrfa una dependencia lineal del AGP con la energia libre
disponible de la oxidacifn de sustrato (ﬂG; ¢ potencial redox):

- AG =( ATP) AGD (XXIIT)
* 0

donde la constante de proporcionalidad seria el nfimero de mol&culas de ATP
formadas -al oxidarse una melécula de sustrato..Esta ecuacibn es exactamen-
te igual a la ecuacidn XXII si se supone gue AGr y AEH+ son proporcionales.
Debido a que en mitocondrias y particulas submitocondriales contiAﬁan
la respiracifn atn después de que ha finalizado la sintesis de ATP (estado
4) , Lemasters y colaboradores (57-58) han planteado la necesidad de analizar
las relaciones entre fuerzas (AGp,AGr) y flujos (vel. de sinte;is de ATP ¥y
de respiracién)en términos de la termodindmica de procesos irreversibles.
Este enfoque describe las velocidades de respiracién (Jr) y fosforila-
cibn (Jp) mediante ecuaciones linealesg simples:
Jr= (Lr AGr -~ Lrp AGp) {XXIV)
Jp = {Lpr AGr + Lp AGp) {XXV)
dende Lr y Lp son coeficientes directos y Lrp y Lpr son coeficientes cruza-

dos e iguales. Esta condicién de reciprocidad fue planteada originalmente
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(39} para reacciones cercanas al equilibric. Por tanto, pareceria que la
linearidad entre flujos y fuerzas y la reciprocidad'planteada en las ecua-
ciones XXIV y XXV seria dificil de aplicar en la fosforilacidn oxidativa
mitoéondrial la cual es una reaccidn bastante alejada del equilibrio ter-—
modinfmico. Sin embargeo, recientemente se demostrg que ambas condiciones
se cumplian en la fosforilacifn oxidativa en mitocondrias (60) vy parficu—
las submitocondriales (57). El significade bioguimico de los coeficientes
(L) es descrito por dos pardmetros adimensionales, el grado de acoplamien-

to (g) ¥y la esteguiometrfia fenomenoldgica (2):
g = LfB ; %z = {Lp/Lr
JLr Lpl

El grado de acoplamiento toma valores entre 0 y 1. Cuando §=1, las dos
reacciones (respiracibn y fosforilacién) estan perfectamente acopladas. La
estequiometria fenomenolégica 2 representa la estequiometria ideal o meca-

_nistica n dentro de liﬁites defipidos por el gradc de acoplamiento:

gqZs n g

[

De esta manera 2 es idéntico a n conforme ¢ se aproxima a 1.0.

Para la determinacitn de Z v g podr;an considerarse dos estados esta-
cionarios: flujo basai (level flow) vy flﬁjo estitico {static head). El flu-
jo basal es la condicibn en la cual no hay presifin negativa de la reaccifn
de salida (fosforilacifn) y entonces AGp=0. Sustituyendo los valores de g

Y 2 en las ecuaciones XXIV y XXV tenemos que:

Jp =

Ir gqg.z . . (XXVI)
donde Jp/Jr seria la relacibn ATP/O medida empiricamente {61). besafortu-
nadamente, esta condicifn de flujo basal no es posible obtenerla en el ca-
so de la fosforilacidn oxidativa pues la energfa libre de la sintesis de

ATP es muy grande. Es pricticamente imposible fijar cencentraciones de ATP,

ADP y Pi que establezcan un 4Gp=0.
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El flujo estdtico corresponde al clisico estado 4 de respiracifn mi-
tocondrial en el cual aGp es tan grande que la reaccién de salida (fosfo-
rilacién) no puede.proceder, aunque la reaccidn de entrada (respiracidn)
sigue funciocnando y Jp = 0. Sustituyendc leos valeores de g y 2 en la ecua-

cibn XXV se tiene.

_AGr = (XXVITI)

AGP

W B2

Para determinar Z de la ecuacidn XXVII es necesario calcular antes q.

Rottenberg (6l) propuso gue g puede estimarse con la éiguiente expresidn:

g =J1 - Jx(Jp = 0) . (XXVIIT)
Jr (AGp=0)

donde Jr(Jp=0) es la velocidad de respiracién cuando la sintesis neta de

ATP es cero (en estado 4 o flujo estatico) y Jr(sGp=0) es la respiracibn

cuande Gp es cero. Jr{Jp=0) puede medirse directamente perc Jr(AGp=0}

debe extrapolarse del intercepto en el eje de las ordenadas de la grafica

AGp vs Jr {cuandc AGP=0) Lemasters y colaboradores calcularon en particu-

las submitocondriales (57) que el grado de acoplamiento variaba entre 0.77

a 0.81 v tendia a disminuir con la concentracidn de Pi, mientras que 2

con NADH como sustrato variaba entre 3.8 a 4.1 y tendfa a aumentar con la

concentracidén de Pi. En mitocondrias el valoxr de g fue de 0.980.y Z2 fue de

1.99 para succinato, 2.99 para glutamato + malato, 3.16 para g-hidroxibuti-

rato y de 4.07 para oxoglutarato (58)}. En el caso de oxoglutarato esti in-

volucrada una fosforilacidén a nivel de sustrato y para B-hidroxibutirato

el valor de.Z.es Rayor éorque el transporte de este sustfato no requiere

de energia como en el caso del transporte de glutamato. Lemasters y Bilica

(37) propusieron otro procedimient¢ menos laboriosoc para aeterminar_el gra

do de acoplamiento:

—_ .
q =1 - JrlJp=0) .
J Jr (Desacoplada) : (XXTIX)

Los valores obtenidos con esta ecuacidn iban de 0.780 a 0.826 y tendian
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& disminmuir con la concentracidn de Pi.
Esté mismo grupo (57,58) determind los valores de AGr para los distin-

tos sitiés de concervacitn de energia y de 3Gp, y usando la ecuacién XXVII
propusieron un medelo de 13 at péra el'acoplamiento quimioémbtico, donde
las estequiometrias de ut son 3 para la ATP sintetasa; 1 para los tﬁanépog
tes de Pi y ADP ¥ 5,4 v 4 paré logs sitios 1, 2 y 3 respectivamente. La
finica diferencia con el modelo de 12 H+ (62) es la estequiometria_en el si-

tio 1 por lo cual serfa prematurc descartar este modelo.
Mecanismo Cinético 'y Quimico de la Sintesis de ATP

Respecto a la sequnda pregunta gue nos.-hacfamos inicialmente, existe
tambi&n mucha discusifn acerca de como interaccionan la Fo con la Fl. De
acuerdo con Mitchell, los H+ son conducidos por la FD hasta el sitio cata-

litico en la F,. Boyer (63) propuso un mecanismo indirecto, en donde la

1
conduccidn de H' a través de la F, produce un cambio'copformacidnal en la
Fiv lo cual facilita la unibn de AD? v fcsfaﬁo a una subunidad y libera

ATP de otra subunidad; la formacitn dé ATP se realizarfa a expensas de la
energia élmacenada en la conformacidn "energizada" de la mitocondria; En
-ste sentido se ha demostrado que la'formécién del enlace fosfato-fosfato
en un ambiente no—acucso es egspontfnea, a diferencia del ambiente acuoso
dﬁnde el proceso es endergbnico (64). En la ATPasa de retficulo sarcoplis-
mico, de Meis (65) observé la sintesis espontinea del intermediario de al-
ta enérgia (acil—fosfatb) cuando la enzima se incubaba en un medio hidro-
f6bico con solventes orgdnices. En la ATPasa mitocondrial ya se haAobser—
vado tambi&n la formacifn espontdnea de ATP utilizando sclventes orgénicos
(66} . Por tanto, la hipbtesis para el acomplamiento del gradiente de at

con la sintesis de ATP a nivel de la enzima, serfa la de que el flujo de

+ . .
H a través de la Fo induce un cambico conformacional que capacita a la en-
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zima para reducir el gradoc de hidratacifn de los sustratos ADP y fosfato,
sproduciendo un ambiente de baja polaridad en el sitio catalitico gque fa-
cilitaria la unidn esponténea de los dos sustratos para formar si ATP.
Actualmente diéha hip&tegsis esta siendo sometida a experimentacidn.

El mecanismo quimice de unién del fosfato al ADP afin no se.ha diluci-
dado, pero se sabe por estudio de jpactivacibn gue para la catflisis son
indispensables residuos de lisina, tirosina, aspértico y arginina. Se ha
proﬁuesto que el grupo carboxilice del asp&rticblpodria ﬁnir.un i6én de mag

.nesio, el cual a su vez estaria orientando 2al fosfato durante. la reaccidn;
el grupo-guanidino de la arginina ﬁniria por atraccitn electrostética a
ios grupos fosfato del ADP, quedando 10s grupos amino y fenolato de la 1li-

sina y la tirosina come responsablies directos de la cat&lisis (67).
REGULACION DE LA FOSFORILACION OXIDATIVA MITOCONDRIALa

En los mamiferos, el ATP proveniente de 1la glicdlisis y de 1la fosfori-
iacién'qxidativa es la fuente de energia utiiizada'para realizar las di-
versas funciones celulares. En particular, las actividades del cerebro y
el cofazén dependen pricticamente en un 100% del ATP suministrédo por la
mitocondria..Entender cémo se regula la sintesis de ATP en las mitocon-
drias es uno de los problemds centrales de la bioenergética que en la ac-
‘tualidad se egtudia intensamente.

La fosforilacifn oxidativa mitocondrial es la sintesis de ATP acopla-~
da a la actividad de la cadena respiratoria. De acuerdo con la teoria qui-
miosmbética, la oxidacién del NADH y FADH2 (forma&os én el ciclo de XKrebs
y la s—okidacién) a través de la cadena de transporfadores de electrones
genera un gradiente electroguimico de H+, el cual es aprovechado pér-la

ATP sintetasa ('FoFl—ATPasa)para catalizar la formacifén de ATP a partir

a. Parte de esta Seccibn de la tesis apareceri publicada en: Boletin de
Educacidn Bioquimica. E&. Dept. Biecquimica, Fac, Medicina, UNAM, 1985.
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de ADP y Pi intramitocondriales (Fig. 7).

En el anflisis del cqntrbl dé la sintesis mitocondrial de ATP debenh
considerarse dos aspectos: {a) el fermodin&mico, gue. se refiere al suminis-
tr§ de energia proveniente de la cadena respiraforia y {b) el cinético, que
-indica la rapidez con que.sé realiza el proceso. Si elfqradienie electro=-
quimico de H+ se mantuviera siempre constante y dé una magnitud suficiente
mente grande para mantener la sintesis.de ATP, podria esperarse gque la re-
gulacisn de la fosforilacibn fuera estrictamente cin&tica. Sin embargo, si
la velocidad ¥y la magnitud con que se genera el gradiente y su maqnitud‘no
fqeran elevadas, cabria suponer una contribucién importante de 105.factores
termodingmicos en el control de la sintesis de ATP.

_ Existen en este momento 3 hiﬁﬁtesis_que tratan de explicar la forma co-
no se regula la fosforilaciéh oxidativa. La;hipétesié del quasi-équilibrio
0 de la citocromo oxidasa que considera el éspecto termodinimiceo {il,GBh
la hipStesis de la etapa limitante atribﬁida.a la translocasa de ATP/ADP
gue analiza el aspecto cinético (10,11,69,70) ¥ lﬁ hipbtesis del contrbl

miltiple que involucra ambos aspectos (40,71).
HipGtesis del Quasi-Equilibric

Esta hipbtesis propone que los 2 primeros éitios de consexvacién dé
energfa de la cadena respiratoria (NADH deshidrcgenasa y conplejo b—ci) se
encuentran en equilibric termodindmico con el potencial.extramitocondrial
de fosforilacidn 8Gy., . de acuerdo con la siguiente reaccidn:

3+

m e

+ 2¢7 4+ 2 ATPex {XXX)
' AG = 0.0

—_— +
g =",

ex n

~donde in y ex significan los compartimentos intra-~ y extramitocondrial res
pectivamente. El 3G u, se puede definir como la energia almacenada en for-

" ma de ATP de acuerdo con la férmula AGA = 86% + RT in [ATP] Yy el

e TADPI [Pi]
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ATP*~ ADP®" OH~

+

FOSFORILACION OXIDATIVA Y TRANSPORTE DE Ca?® EN MITOCGNDRIAS.

El succinato entra a la miiocondria por intercambid électroneutro
con Pi a través del acarreador de dicarboxilates. La succinato des-
nidrogenasa convierte al succinato en fumarato y dona los electro-
nes a la cadena respiratoria. La cadena respiratoria genera un gra-
diente electroquimico de #" interior negativo, utilizando la ener-
gia libre de las reacciones de oxido-reduccifn. Este gradiente es
empieado por la ATP sinéetasa para formar ATP a parﬁir de ADP y Pi,

. El Pi ingresa a la mitocondria por medio del acarreador de fosfatos

gue realiza.un intercambio electroneutro con CH™. E1l ADP’-.se inter-
cambia electrogénicamente con ATP*~ interno a través del transloca-
dor de adenin-nucledtidos. El Ca’’ entra por medio de un acarreador
electroforetico sensible a roic de rmtenio y sale en intercambio con
BE' en mitocondrias de higado o con Nat en mitocondrias de corazdn.
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aG 1 + 2 es la energia liberada en las reacciones de oxido-reduccién

redox
de NADH a citocromc c.

1 Una consecuencia de esta hipbtesis serfa que la translocasa de ATP/ADP
gini;f:sé estarian trabajando en una situacidn cerbana al equilibrio, lo
cual hace suponer que éstas enzimas estfn en exceso y no podrian regular
el proceso de sintesis de ATP. Por lo tanto, la fosforilacién oxidativa
sélo puede ser controlada por la actividad de la citocromo oxidasa, gue es
la finica enzima del procesc que no estaria en el equilibrio, la cual al ge
nerar un potencial transmembranal desvia el equilibrio de la reaccidn XXX
hacia la formacién de ATP (11).

El apoyo experimental a esta hipbtesis procede principalmente del gru-~
pe de Wilscn (11,68). Estos investigadoreé han empleade 3 diferentes proto

colos para demostrar gue el AG 1+2 es igual al AG

redox ATPex en mitocondrias
aisladas: (a).midiendo el segmento de la cadena resgpiratoria NADH—>cit ©
utilizande ferricianuro como aceptor'final de electrones e'inhibiendo Ila
citocromé oxidasa con cianurc; (b} midiendo ?olarogr&ficamente la activi-
dad de toda la cadena respiratoria en el sentido ﬁADH———aOZ ¥y (<) usando
la reversa de electroﬁes desde citocromc c @ NADH mediante la hidrélisis
de ATP. En todos estos casos se determina la concentracién de los componen

tes de la reaccidn XXX cuando cesa la fosforilacidn y se ha alcanzado el

- equilibrio termodin&mico y entonces se calculan los valores de 4G, dox

De acuerdo con la hipotesis del guasi-equilibric los va-
1

1+ 2y Mpqpex.
lores obtenidos fueron casi idénticos y oscilaron entre 25 a 30 kcal mol”
{11,68). En esta hipStesis tampbi&n se postula que la velocidad de respira-

cién depende de la relacitn [ATP]
: TADFIIPi] y no de la relacifn ATP/ADP (11,68).

Esto dltimo ha sido observado reiteradamente por varios investigadores, pe

ro igualmente se ha observadc que la respiracidn depende de la relacibn
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ATP/ADP a diferentes concentraciones de Pi (Fig.'7}. Al parecer la supo-
siciﬁnlde gue la respiracidn depende del_AGATPex es incorredta.pues ne
siempre existe una correlacifn entré pérémetrps cindticos y termodindmi-
cos. Otras objeciones a esta hipotesis provienen de la determinacidn di-
recta de la reaccidn de translocacién de adeninwnucleStidos_(vér Fig. 7).
la cuai se encuentra aproximadamente 2.08 kcal 11101_l fuéxa del equilibric
(10} . '

Poxr cotro lado, en el concepto de la bipétesis del quasi-equilibric exis
te la suposiciéﬁ crucial de gue hay una estegquiometria de 2.0 mol&culas de
ATPs sintetizados por la transferencia de 2 electrones desde el NADH hasta
el citocrome c (ver ecuacidn XXX) pues dicho valor tiene éue ser considera
do en losrcélculOS del aG. A pesar de gue varios grupos han determinado una
esteqﬁiometria de 2, recientemente Lamasters y Col. (57) aplicando la téo—
ria de la termodinfmica de procesos irrever§ibles (ver segunda seccidn de
‘la tesis), observaron estequiometrfas de menos de 2.0 y ademis determina-

ron gue €l AG 1+ 2y el a6

“redox ATPex se encontraban aLejados del eguili-

o
brio. A la luz de estos datos la citocrome oxidasa pareceria no ser la Gni-
ca enzima responsable de la regulacifn de la fosforilacidn oxidativa, ya

que no seria la finica enzima trabajando fuera del equilibrio termodindmico.
Hipftesis de la Etapa Limitante

Esta hipdtesis supone gue en una .via metabblica la enzima gue tiene la
vmax mas baja es la que determina el flujo total.

En el caso de la fosforilacién oxidativa, el translocador de ATP/ADP
parece ser la enzima gque tiene la mas baﬁa capacidad catalftica (aprog‘
300 nmol min t mg~ 1 a 30°C en mitocondrias de higado). Sin embargo, la ATE

sintetasa, el acarreador de fosfato y el acarreador de dicarboxilatos tie-

ne una Vmax gue no es muy diferente, oscilando entre los 300-400 nmol min'l
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mg“l‘ Durante la fosforilacidn oxidativa se requiere que el translocador
introduzca ADP externo y expulse ATP interno (ver Fig. 7}, pero el ATP
que se acumula en el exterior puede competir con el ADP por los sifios de
translocacifn, por 1o cual esta hipdtesis postulé que la velocidad es depen
diente de la relacidn extramitocondrial de ATP/ADP, sin importar la concen-
tracién de Pi (11,69,70).

Esta predicecidén ha sido corrcborada por varios grupos (ver Fig. §);: sin
embarge existe controversia sobre si la velocidad de fosforilacifn depende
sdlo de la relacidn externa de ATP/ADP o tambié&n de la intramitocondrial
(69). En cualgquiera de los cascs el translocador de adenin-nuclebtidos se-
ria la etapa limitante de la velocidad pues este transportador requiere de
susfratos internos y externos, para su funcionamiento.

Qtras evidencias gue favorecen esta hipbBtesis provienen de experimentos
con inhibidores especificos del translocador de ATP/ADP: el atractildsido
y el carboxiatractilfsido. Estos inhibidores actuan del lado citosBlico de
manera competitiva y no competitiva, respecti%amente. BEn estes experimentos
se supone que si el inhibidor'disminuye'la actividad del translocador y pa-
ralelamente tambi&n reduce la velocidad de sintesis de ATP, entohces él
proceso de fosforilacién oxidativa depende exclusivamente del funcionamien-
to del acarreador de ATP/ADP. Esta prediccién se cumple si se utiliza atrac
tildsideo pero no con carbbxiatractilésido {ver Fig, 9}. Adem&s, la misma
curva hiperbBlica se observa cuando se emplearn inhibidores de otras enzimas
de 1la f05f6rilacién ¥.d. con cianuro, inhibidor no competitive de la cito-
cromo oxidasa; con n-butilmalonato, inhibidor competitivo del acarreador de
dicarboxilatos. Por tanto, el translocador de ATP/ADP pareceria no ser la
Gnica etapa limitante de la veloc¢idad de sintesis de ATP, al menos conside-
rando los criterios hasta ahora empleados de la relacifn ATP/ADP y la titu-

lacidn con inhibidores. Pra una discusifn m&s amplia acerca del significado
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de la forma de la curva de inhibicifn y de las reacciones alejadas del equi

lipbrio, ver la primera seccibn de la tesis.
HipStesis del Control Mdltiple

Recientemente, Groen et al (40) y Wanders et al (71} desérrollaron una
teoria de control metab&lico lé cual permite cuantificar la cantidad de
control ejercido por una enzima sobre el flujo en estado‘estacionarioAsin
necesidad de alterar las condiciones experimentales (ver‘la primera seccibn
de la tesis). .

De esta manera, este grupo de investigadores propusc (40) que la fos-
forilacidn oxidativa era controldda por varias enzimas. Entre las mas im-—
portantes se encontraban el translocador de ATP/ADP (Ci = 0.30), el aca-
rreador de dicarboxilatos (Ci = 0.33) y la citocromo oxidasa (Ci = 0.17).
Adem8s la contribucifn del translocader de adenin-nuclebtido al control de.
la fosforilacién tambi&n depende del sistema de regeneracién de ADP utili-
zado: con el sistema de glucosa + hexocinasa, el grado de control del trans
locador oscila de 0.07 a 0.31 y con creatina + creatina - cinasa de 0.40
a 0.66 (71)..Estas variaciones parecen depender de la sensibilidad{goefi—
ciénte de elasticidad) del sisﬁéma regenerante a los cambios ihducﬁéos‘por
el inhibidor del translocador en ¢l sustrate com(n (relacifn extramitocon-
drial de ATP/ADP). Esto significa que el grado de control ejercido por una
enzima determinada puede variar dependiendo de la velocidad de flujo que
ﬁantenga_una via mgtabélica, de tal manera gque la suma de todas las etapas
involucradas.sea siempre igual a la unidad. Para el caso de lé fosforila~
cifn oxidativa, el nivel de estado estacionaric geri establecido por la
via consumidora de energia, sea en el citosol o en la matriz mitocondrial.

Por tanto, este nuevo concepto en regulacifn metabSlica paréce sinte-

tizar todas las observaciones sobre la dependencia de la velocidad de
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fosforilacibn oxidativa resovecto a las relaciones ATP/ADP y [ATP] ¥ el
efecto de los distintos inhibidores especificos. De agui quelggPlgiééiata
aceptacién se refleje en el creciente nimero de sisteﬁas experimentales en
los cuales se evalua el grado de control de las distintas enzimas de la sipn

tésis de ATP: en c¢&lulas intactas como hepatocitos y levaduras y en mito-

condrias aisladas de diferentes Srganos (ver primera seccién de la tesis)
Funcibn Moduladora del Calcio en la Fosforilacibn Oxidativa

El gradiente electrcguimico de Bt generado por la cadena respiratoria
puede ser utilizado por la mitccondria péra sintetizar ATP o bien para el
transporte de iones. En particular la mitocondria posee un active sistema
de trénsporte de Ca2+ {ver Fig. 7). Existe un acarreador electroforético
con una Km.de SHZOﬁM ¥y una vm de aprox. 400 nmol mg—l min_l, el cual se en-
carga de acumular Ca2+ en el interior de la mitocondria; . tambi&n se encuen
tra un intercambiador Ca2+/nH+ con una estequiometria atn no bien definida
que ée ocupa de expulsar Ca2+. Cuando la mitocondria acumula cantida@es ma~-
sivas.dé Ca2+(més de "100nmol mg_l) ccurren dos tipos de inhibicifn de 1la

2

sintesis de ATP: (a} si el transporte de Ca + y la fosforilacidn ocurren

simultdneamente, se establece una competencia por la energia disponible

{b) si la fosforilacidén se realiza en mitocondrias que ya contienen grandesg

. 2+ s s s . . . .
cantidades de Ca” , la inhibicifn parece estar asociada a una disminuci®n

de la actividad del translocador de ATP/ADP inducida per un eflujo de los

adenin-nucleftidos intramitocondriales (72).

. + , .
Sin embargo, las concentraciones de Ca2 determinadas en el citosel de.

varjios tipos de células estdn en el rago de 10:7M a lO_SM. En este rango de

2+ tenfa un efecto mo-

concentraciones recientemente se describib que el Ca
dulador de la velocidad de sintesis de ATP en mitocondrias de higado (41).
En la tabla Xa se muestran las variaciones en la velocidad de fosforilacin

cuando las mitoccendrias se incuban en medios con difererntes concentraciones
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externas-de Cazf. Como puede observarse la velocidad de sintesis de ATP

9 2+ 2+

cae abruptamente en un medio con 10 °M de Ca“" -mientras que con Ca 10—6M,

ia velocidad de sintesis de ATP disminuye ligeramente. Estos datos corre-

2 4 1o largo del tiempo (ta-

lacionan bien con los niveles internos de Ca
2+ 2+

intramitocondrial disminuye

progresivamente mientras que con lo_GM - de Ca2+, el Ca2+

by. de ca

bla xb). Con 10 2M, de ca®! externo,el ca

interno permanece

2

congtante y alto. En los experimentos, con 5x10° + puede observar-

se gque la velocidad de fosforilacidn se inhibe notablemente, lo cual pare-

. N 2+
ce deberse a la acumulacifn masiva de Ca“ .

2+ intramitocon-

Con el objeto de definir el mecanismo por el cual el Ca
drial regula la velocidad de sintesis de Afg, hemos aplicado el enfoque
cuantitativo descrito en la primera seccifén de la tesis los grados de con-
trol de todas las enzimas participantes en la fosforilacifn oxidativa en
mitocondrias incubadas por 5 min a-aos concentraciones de Ca2+: 10‘9y IO'GM.
En la figura 10 se muestra la titulacifn con oiigomicina.dg la respiracibn
asociada.a la sintesis de AfP. Este inhibidor es especifico de la ATP sin-
tetasa y es irreversible. Puede apreciarée que la pendiente inicial es di-
ferente a las dos conqehtraciones de Caz+. Empleéndo la ecuacién V se cai«
culs el grado de contrel que la ATP sintetasa ejercé scbre la fosforila-
cidn oxidativa, el cual se muestra en la tabla XI. de Esta manera se deter-
minaron las contribuciones de las otras enzimas, Analizandec cuidadosamente
la tabla XI se observa que existen 4 etapas importantes en el control de
la sintesis de ATP; el translocador de1ATP/ADP, la ATP sinﬁetaéa, la cito-~
cromo oxidasa f el-complejé b~cl. S;n embargo, el Ca2+ solo modifica los
grado de contxol de las dos primeras enzimés de manera reciproca: mientras

el translocador incrementa su contribucién con 10"6m, de Caz

2%

+flé sintetasa
la reduce. Esto indica que el Ca intramitocondrial regula la velocidad

de fosforilacidn oxidativa porque modifica las propiedades cinSticas de es-
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Tabla Xa. EFECTQO DEL Ca?t EXTERNO SOBRE LA SINTESIS DE ATP.
Se incubaron mitocondrias con las concentraciones de ca?t Y los
tiempos mostrados. Se transfirieron alicuotas a tubos con ADP;
Despues de 1 min se pard la reaccibn y se determind la cantidad

de ??P-ATP formado. De ref. 41.

Tiempo fca® ;] ~ 107'm 5x1077 5x107 °M

nmol /ATP min~ ! mg !

1 min 301 281

5 ‘ 119 203 ' 74
10 48 150 44
2+

fabla Xb. VARIACION DEL Ca?’ INTRAMITOCONDRIAL A DIFERENTES CONCENTRACIONES
DE ca®" EXTERNO. ‘

El ca?t interno se determindé por absorcidn atfmica después de in-
cubar mitocondrias en laé concentraciones de Ca2+.y tiempos mos-

trados. A 1os 5 min se ahadid ADP

tiempo cazt 107 10 5x10° °M
1 min . 20.4+1.8 19.4+1.5 27.247.3
5 10.8+31.1 22,.2+3.3 31.1+8

10 . 5.9+42.4 29.242 85.948.3
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Fig. 18. EFECTO DEL INHI_BIDOR ESPECIFICQ DE L& ATP S_INTETASA, OLIGOMICINA
SOBRE LA FOSFORILACION OXIDATIVA.
La éintesis de. ATP medida por consume de oxigeho se inicid aha-
diendo ADP a una suspensién de mitocondrias incubadas con cazt
externo 10~°M (e—s} o con Ca?’ externo 107 °M (o—e) por 5 min en
presencia de diferentes cantidades de coligomicina. De Moreno-
Sanchez (41). )
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COEFICIENTES DE CONTRCL DE FLUJO DE VARIAS ETAPAR

OXIDATIVA.

28 LAS FOSFORILACION

"Los coeficientes de control de flujo (Ci) se calcularon de acuerdo con

la ref. 40 usando los datos de la figura 10y otras curvas de titulacidn

con los inhibidores indicados. Se utilizaron los signientes valores de

Ki para los cdlculog: Azida 250 uM; cianuro 10uM; HQNO, 64 nM; NEM 60uM

malato 0.23 mM; mersélil, 5uM; fenilsuccinato, 0.7/mM; ¥y n-butilﬁalona—

to, 0.35 mM. Se utilizaron los siguientes valores de EKm: Pi, l.6mM; suc

cinato, 1.7mMj Asi, 0.34 mM. carboxiatractilbsido, oligomicina y anti-

micina se consideraron como inhibidores irreversibles.

Ci
ENZIMA fca?t] 107°M  10”°M INHIBIDOR
Acarreador de ATP/ADP ' 0.32 0.48 Carboxiatractilfsi-
_ do
ATP éintetasa o : 0.21 0.05 . Oligomicina
Citdcromo oxidasa 0.16 0.20 Azida
0.27 0.23 _ Cianuro
Complejo B-C; 0.30 0.27 "HQRO
Acarreador de Pi . 0.08 0.12 Asi
0.03 0.05 NEM
Acarreador de Dicarboxilatos: 0.03 0.05 Malato
' 0.09 0.14 Mersalil
0.08 - Butilmalonato
0.00 - Fenilsuccinato

- TESIS CON
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68.
tas dos enzimas posiblemente por algfn efecto directo sobre.ellas o a tra-
vés de alter&; la relaci6n intérna.ATPlhDP.

"E1l ca?t est§ involuérado en el mecéniémo de transmisifn intraceluiér
de ciertas senales hormonales, en-él‘ciclo de contraccién-relajacisn mus-.
cular o en otros procesos celulares, los cuales requigren del suministro
de ATP mitocondrial. Por tanto, la ohservaciSn de gue el ca*t modula la
fosforilacifn oxidativa aﬁre interesantes pe?spectivas sobre los posibles
mecanismes moleculéres inv01ucraa05 en la coordinacién de la actividad ce-

lular.
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Regulation of Oxidative Phosphorylation in Mitochondria by External
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The rate of oxidative phosphorylation was studied in
rat liver mitochondria incubated with free Ce* con-
centrations that range from 10° to 5 % 10~ m, The
highest rate was observed between 0.5-1.0 uu Ca’,
ATP synthesis was measured by polarographic and
spectrophotometric techniques and by uptake of radio-
active inorganic phosphate, The conceniration of Ca™
at which maximal rases of ATP synthesis take place is
modified by Mg®* and phosphate. The dependence of
oxidative phosphorylation on Ca®* was observed with

a-ketoglutarate, glutamate + malate, and puccinate,’

but not with 8-hydroxybutyrate. At 10~ M Ca®* there
is B continuous exit of endogencus Ca**, while with
10°* M Ca®*, intramitochondrial Ca™ levels remained
constant throughout time. Apparently the control of
the level of internal Ca® by external Ca** modulates
the rate of oxidative phosphorylation. Uncoupler.stim-
ulated respiration also depends on Ca®* ¢oncentration,
aven though at 107 to 107 M Ca®* the rate of oxidative
phosphorylation is lower than the rate of uncoupled

- respiration. The contribution of the ADP/ATP carrier
and the ATP synthase to the kinetic regulation of ATP
synthesis at 107 and 10~ 1 Ca’ was evaluated by
titrations with carboxyatractyloside and oligomyecin,
respoctively, The contribution of the carrier and the
synthase to the regulation of the final rate of ATP
synthesis was different at the two concentrations of
Ca**; therefors, the concenteation of extramitochon-
driat Ca®* influences the oversll kinetics of oxidativé
phosphoryiation.

Ouidative phosphorylation and Ca™ uptake in mitachon-
dris are two processes that depend on energy of electrochem-
ical H* gradients. In competition studies (1, 2} it has been
shown that mitochandria preferentially use the energy of H*
gradient for Ca® uptake rather than for the phosphorylation
of ADP. On the other hand, it has been reported that cxidative

- phosphorylation is inhibited in mitochondria that have a high
content of endogencus Ca', ie. emooth muacle (3), heant {4,
5), uterus (), tumor (7-9), and brain (10), which suggests
that the level of matrix Ca™ may affect directly the activity
of intramitochondrial enzymes involved in ATP synthesis.
The exact mechaniam of the inhibition by internal Ca™ is
not well known, but in.liver and wterus mitochondria it has

* This study was supported.in part by a grant from CONACYT,
Méxica and the Organization of American States to Dr. A. Gémer-
Puyou. The costs of publication of this artitle were defrayed in part
hy the payiment of page charges. This article must therefore be hereby
- marked “pdvertisement” in secordance with 18 U.5.G, Section 1734
solely to indicate this fact. i .

4 Fellow of Universidad Neclonal Auténome de México.

. trans)

been obaerved that Ca® affects the functioning of the ADP/
ATP carrier {6, 11, 12). More recently it was found that
internal Ca®* induces a unidirectional efflux of adenine nu-
cleotides {13) which apparently diminishes the activity of the
tor, thus inducing low ratea of oxidative phoapho-
rylation in Ca®"-loaded mitochondria (13). It has aleo been

suggested that Ca”™ pravents the relaase of inhibiting action

of the ATPase inhibitor protein from mitochendrial ATPase
(14, 16).

Interestingly, Robertscn et al, (16) reported that in heart
mitochondria external Ca™ in the range of 107°-107* M in-
duces a-dual effect on oxidative phosphorylation, either an
activation of approximately 25% (between 0.1-1.0 uM) and §
strong inhibjting effect with >1,0 sM regardiess of the pres.
ence of Mg™. In this work the effect of external Cs™ concen-
trations lower than 1.0 uM on oxidetive phosphorylation was
studied. The results showed that by varying external Ca®
concentrations, it is possible to cbserve different rates of
steady-state ATP synthesis. At these different rates, the
contribution of the adenine nucleotide translocase and the
ATP synthase to the control of rate of oxidative phosphoryla-
tion (17, 18) was evaluated. It was found that the level of
external Ca® induces important modifications of the overall
Minetics of oxidative phosphorylation,

MATERIALS AND METHODS

Preparation of Mitochondris—Female Wistar rate weighing 180=
230 g and fasted for 3844 h were killed by decapitation. The liver
wes extracted and washed twice and homogenited with 250 mM
swerose, 5 mm HEPES,? 0.5 mu EGTA (SHE), pH 7.0, in the cold.
The homogenate was centrifuged to 7000 x g for 10 min. The
mitochondrial peilet was washed with SHE, resuspended, and incu-
bated with 0.5% bovine serum albursin for 5 min in ice with oceasiona)
stirring; subsequently the mizture was diluted 20 times and centri-
fuged to 7000 X g for 10 min. The sediment was washed and reaua-
pended in SHE to a concentration of 5080 mg/m].

Oxygen Consumption—Ozxygen uptake of mitochondrin incubated
in 3 ml of incubstion basis mixture that contained 130 mm KCI, 20
mM HEPES, 2 mM MgCly, 2 mim X phosphate, 5 mM succinate, and
Ca™-EGTA buffer, pH 7.20, wet recorded by means of an oxygen
alectrode (Yellow Springs Instrument Co.) :

Ca™.EGTA Buffers="Tq calculate the frea Ca® concemtzation, the
stability conatants and the program described by Fabiato and Fabiato
{19) werd used. This program conaiders the contsibution of all the
ligands and metals iona that were included in the experiments. The
final concentration of EGTA was 2.0 mM, and the pH of the fresh
medium was carefully adjusted to 7.20,

Ca* Transport—~For pasays of Ca* fluxzes the procedure in Ref,
13 was utilized Briefly, mitochondria were incubated in the condi-
tiona described under “Results” with #Ca™ (24 % 10° epm/pmol).

At the desired times aliquols were withdrawn and filtered through

TESIS CON
FATIA DF ORIGEN

' The abbreviations used are: HEPES, 4-(2-hydroxysthyl)-1-piper-
azineethaneaulfonic acid; EGTA, ethylene glycol bis{g-amincethyl
oth:;‘)‘-nN,N,h"ﬂ' -totraacetic acid; Tris, tris(hydroxymethyl}amin
methane. -
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Sartarius filters of » pore diarsater of 0.22 am. The filter was wanhed
with 1 ml of cold 130 mm KCl, 5 mu Tris-HC), pH 7.4, and counted

for gadmdmy after solubilization with 5 mi of the scintillation

liquid Thritoac] (20}

Intramitochondrial Ca* Content—This messiremont was made by
stoiic ah P b ,,min;aPnkmElmr(modnl -

60} apx b Minoch P thn mﬂ-
dmm lu repid cantrifugation in & Bi o
: d for Ca™ d with 1.5% (\M HCI. 1% (-m
IACB. 5 mm KCI, lnd ! ﬂntnmn
uon.'l‘hmpermmtwumed for I-bl

? ATP De 3 Thu was um:d out sc-

to Lamprecht and Tr "‘(El)Mn‘ dria were
lnwhar.edundenhcondmom ducnbed under “Results.” At fixed

4029

Synthesis of ATP at Various Ca™ Concentrations—Mito.
chondria incubated in state 4 conditions for § min with
different oxidizable substrates and then given ADP show a
distinct rate of state 3 respiration that depends on the econ-
centration of Ca™ in the medium (Table II}. With succinate,
glutamate + malsts, and a-ketoglutarate as oxidizable sub-
strates, higher rates of oxygen uptake are obeservéd with 1074
a than at 107 : Ca™. With all these substrates, § X 10™° u
Ca?* .induces a etrong diminution of the state 3 respiration
rate; with S-hydrosybutyrate the diminution starts to be
observed at 10°* M Ca®.

Fig l nhows a curve of Ca®™ concentration versus rate of

inate as substrate, Maximal stimulation

nmualiqmuorzm]wn aferred o cun that ined the n with
for the op ol ric des ion of

ATP (22},

Uptake of P, into ATP—Mitochondsis were incubated under the ¥ TOm preparation.to p

indicated conditions with =P, (appmnmau!y 0.5 uCi/utmol). At pre-

ined times the was d with 6% trichlorecetic
acid (final concentration). Aftar cemﬂl'ulll-loﬂ of dnmwrod protein
pn aliquot of the supernatant was withd d as
deatribed originally by Lindberg and Ermstes (2'2) vmh n-butyl see-
tata. The squeous phase was used for assay of P, incorperated into
ATP by azsay of Cerenkov rsd.mmn.

RESULTS

Ca* Uptake ot Various Externa! Free Ca® Concentro-
tions—The experiments detailed in Tabla I show.that the
intramitochondrial level of Ca™ of respiring mitochondria is
itmportantly affected by the estramitochondrial Ca™ concen-
tretion, At 107 M external Ca®*, the intramitochondrial level
of Ca® diminiches progressively by approximately 70% of
that of the starting preparation. In mitochondria incubated
with 107 m Co®, the level does not change significantly,

while Bt an external Ca* concentration of 5 X 10™ M the .

intramitochondrial level increases. The addition of ADP
which induces s state 4 to state 3 transition results in a
further increase in Ca® uptake in mitochondria incubated
with b X 10~ M Ca™ but does not modify appreciably the
level of internal Ca™ when mitochondris are incubated with
lower external Ca® concentrations. In agreement mth
Nicholls (23), it would appear, that at 10™ M external Ca®

the rate of Ca™ infllux would equel that of Ca®™ effiux, whi!a
at concentrations below or above 10™* M external Ca* either
Ca* efflux or influx would proceed until a different gteady

influence ATP synthesis (316} oxidative phosphorylation by
mitochondria mcubated in the experimental conditions of
‘Table | was studied.

Tanee 1
Variation of intremitochondrial Ca¥ al different external Ca*™
© concentrations

- Mitachondris {3 mg) were incubated in 3 mi of basic medinm (see
*Materials ond Methods") with the Ca' concentrations shown. At
the umu mdmlad. an zliquot was eenmfuxed ina M:cmfuge. the
ded, and Ca™ det in the by

#omic h b This w. hy the

of state 3 respiration was obaarvad with 10~ M Ca®* (Fig. 14).
tion, the maximum was found Lo
vary between 0.5-1.0 aM Ca™, but in all cases, at higher Ca®*
concentsations the rate of state 3 respiration falla sharply.
Even though state 4 respizatory rates i progreasively
from 24 natoms O mg™ min™ at 107 to 34 at 107* M Ca’,
the large variations in state 3 respiration observed between
these concentrations of Ca™ are most likely due to changes
in the rete of oxidative phosphorylation, Indeed the ADP/OQ
ratios are not modified by these concentrations of Ca™, and
the respiratory control values at 107 and 10~* M Ca™ are 3.6
and 4.6, respectively (see data of Fig. 14). Moreover, the
direct assay of ATP formed in the various incubation media
showed that ATP formation parallels the rate of oxygen
consumption (Fig. 1B), For example, with the polamgrﬂphm
method it was observed that state 3 respiration is approxi-
mately 33% higher 6t 10~ m than at 107" M Ca®, while the
spectrophotometric assay of ATP, in the presence of 10 mM
AMP, indicated that ATP synthesis wag 25% higher at 5 X
107" than at 1077 Ca®™, .
The effect of different concentrations of Ca™ on ATP
synthesis was also measured by assays of the phosphorylation
of ADP by inorganic phosphate [*P;). Mitochondria prein-
cubated for 5 min with 5 % 1077 M Ca® show a higher synthesis
of ATP, than when preincubated with 107 m Ca™. At 5 x
107% wm Ca™ synthesis of ATP is depressed (Table ITI). Thus
the results of Fig. I and Tables I to 111 indicate that there is
& critical concentration of Ca®™ at which oxidative phoapho-
rylation takes place at maximum rates, The strong inhibition

stato is reached. As the concentration of internal Co®™ may - of oxidative phosphorylation by high Ca™ concentrations (5

% 107 M) observed in Fig. I and Tables [I and 11 is probably
due to a massive accumulation of Ca™, a phenomenon which
has been extensively documented {Refs. 3-16 and see also
Table 1),

Characteristica of the Effect of External Ca™ on Oxidative
Phospharylation—The rate of oxidative phesphorylntion de-

Tanre I
Eﬂxlof&”mmka]ame&n:pmmuhmmluudmbk
subatrates

Mna_chandm [&] mg) were incubated in 3 m) of basic medium {oen

trapped volume which was musured wn.h I"C]vucmu At 5 min 250

s and Meth “)wnhtheCn"cnnmntmuom&bo‘wn.At5
min 300 uM ADP was added, and the _Tates ol’ Tespimtion weré

oM ADP was added The numbers in parentheais indicate the number recorded, The ration of &1l oxidi tes was § oM.
of determinations made. o Rate of state 3 respimation
Time Substrate TWtu 1W0H XM
W0t WK 5310 W Co™*  Ca™ [
min e mg naloms tg"t min=
1 041804 19422080 1292213 a-Ketoglutarate 384 86.4 18.7
3 1ns . Glutamate + malate B 1248 163
] 108+1.1(4) 2223304 SBLIx8{2) Succinate 1056 1617 HE
7 &0 24 41{4) B84211( Succinate + rotenone (3 uM) 852 1561
10 59£24(4) 292:2x2(3) 859283 (2) A-Hydroxybutyrste HE 302 12
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Fig. 1. Stimulation by exurnal fres Ca™ of etate 3 respiration. A, mitochondria {3 msg) were addod to 3
! of bagic medium of i {see “Matarials and Mathods™) with 5 mM succinate ag substrate and the

concentfatiops of Ca** shown. Aftey b min, 250 yu ADP was sdded and l.he rate of respiration recorded. The

values reported are the mean + S.D. of 4 cbservations. B,

the rato of respiration was d as indicated in A,

Spectrophotometric ATP detormination was made secording to Ref. 21, Mitachondris (1 mg/fml) were incubsted
fu: & min, and nllquou wore transferred to cuvettes with the necessary co-poundo plus 0.5 mM ADP for ATP

the insel io 1 W Ca" ATP synthesis is nmol min"* mg™"

TasLe H1
: Effect of Co* on uploke of BP,inlo ATP ]
Mitochondrin {1 mg/m]) were incubsted for the time and Ca™
concentrations shown. Aliquots were transferred to vessels which
contained 250 g ADP. After 1 min, the reaction was stopped and

the uptale of ®P; wan ¢ jned in the sup a8 described
under “Materials and Methods.”
- 1
Time lg»n ] xcl::-’ ] 1] xc:l.u:u
min nmol ATP min~! mg™*
1 301.9 508
5 1187 2026 "3

H 48 149.6 - 439

pends on the time of exposure of mitochendtia to different
concentrations of external Ca® (Fig. 2, see also Table IFH), In
mitochondria incubated with 107 M Ca™, the rate of state 3
regpiration decreases with the length of state 4 conditions;
with 107% M Ca™, the rate of state 3 is affected, but to 2 lower
extent. In both cases, the rate of state 3 respiration ceases to
be modified after 10 min of incubation. ATP synthesis as
assayed by the spectrophotometric technique end by ¥P,
uptaks yielded the same results (Fig. 2, Table [11),

Similar results are obtained when mitochondria are exposed
to consecutive ADF additions at different Ca®* concentrations -
(Table I'V), with two substrates thet were assayed, succinate
and glutamate-malate. Again, with 107° u Ca*", there is &
time-dependent diminution of state 3 respiration, while with
10~ M Ca®, the diminution is less pronounced. The same
pattern of rezults was obtained with succinate or glutamate-
malate as substrates. Interestingly, the rate of atate 4 respi-
ration also decreases in a time-dependent manner with 10~
u Ca*™ and stays constant with 107° w Ca* {Table IV, see
also Fig. 2).

In rat liver mitochondria it is established that Mg™ inhibits

was carried out at 30 'C and ATP determination st 23 *C. The unit of x axis ot

200

1]

120

-1+

RATE OF RESPIRATIGN. [haloms © mg™ min~'}

Stote 4 ’
aok
. w-?
L K
. ) R . ;
z 4 [} ] [(:]

TIME OF PREINCUBATION (min}

" Fic. 2. Effect of the time of preincubatlon with difforent.
Ca** concontrations on rate of respiration. Experimental con-
ditions were as indicated in Fig. 14, except that st the tires shown,
280 put ADE wus ndded. The numbers on the traces indicato M‘P
synthesia (nmol mg™' min~%) d i pectrop tricall
described in Fig. 1B.

Ca™ tranaport (24, 25} by diminishing earvier affinity, and
Robertson et al. {16) observed that Mg™ shifted the inhibiting
effect of Ca™ on state-3 respiration to higher concentration
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TabLg 1V
Reapiration stimudated by consecutive additiona of ADF at different
) Ca*™ concentrations
Mitorhopdria were incubatod in conditions described in Table I,

At the times abowa, consecutive additions of 240 nmol of ADP were

4031

does not sesm to account completealy for the different rates of
ATP synthesis observed at the two Ca® concentrations, since
the zate of uncoupled-stimulated respiration is higher than
that of state 3 {Table V), notwithstanding the concentration
of Ca**. This suggests. that the p: ty described effect of
different Ca® concentrations on the rate of ATP synthesis is
most likely due to an action on the phoaphorylation of ADP
or on the adénine ouclectide translocation.

Controf of the Rate of ATP Synthesis by the Adenine Nu-
and by the ATP Synthase—It bas been

Rats of respiration
Bucelnsts Glutamats + walste
Tima -
10°n flad"] 107 107 e leatide Transh
Sate 3 Btotsd Stated Stated State3 Stated Btae3 Statsd
min natoms mg™" min™
1 1762 44 1898 44 141 30 1104 25
3 182 884 144 422 1056 288 1056 23
5 72 24 132 388 878 278 1032 216
7 4468 218 388 62 %8 936 24
TanLe V

ted

Effect of Ca™ on ipler-stimu 2
Mitochondria were Incubated at the times and Ca® concentrations
chown. At this time, 0.33 u carbony] cyanide p-trifluoromethoxy-
phenylthydrarons was added and the rate of respivation recorded. The
numbers in parenthesis indicate the rates of state 3 respiration
obtained in the same conditiona with 300 yu ADP,

Rato of uncouplod respiration

Tize el Wtk
Ca* Ca*

min natoms mg™ min™!

1.5 272 (162) 244 (158)

50 157 (84} 212 (144}

in porcine heart mitochondria. The concentration of Ca'*
required to induce maximal stimulation of state 3 respiration
in the experimental conditions described in this work is also
affected by Mg®™. In the absence of Mg™ the same pattern of
results shown in Fig. 2 was obtained, except that maximal
rates of state 3 respiration were obtained with 0.3 um Ca®*
(data not shown). The shift in Ca** concentration required to
induce maximal rates of oxidative phosphorylation could be
related to an effect of Mg™ on.the null point between influx
and efflux of Ca™ as deseribed by varicus authors (Refs, 23,
28, and 27; for a review seo Ref. 28),

It was also observed that the effect of Ca®™ on oxidative
phosphorylation is modified by the concentration of inorganic
phosphate, With the optimat Ca® concentration (10°° M}, the
rate of atate 3 respiration was further increased when inor-
ganic phosphate was varied from 0.5 to 10 ma. The rate of
reating respiration decreased approximetely 30% in the same
range of inorganic phosphate {data not shown),

Thus from the experiments described, it appears that there
is a level of endogenous Ca® which would be essential for
mazime) rates of oxidative phosphoryiation,

Uncoupled Respiration of Mitochondrig Incubated with 10

_and 107 M Ca-—In an ettempt to underatand why the rate
of oxidative phosphorylation is higher at 107° than 10°% W
external Ca®, the rate of uncoupler-stimulated respiration
was studied (Table V), It was observed that in mitochondria
exposed to 10~ M Ca® the rate of respization decreased as
the titme of preincubation was increased. In mitochondria
incubated with 107~ M Ca®, the rateof respiration remained
more or less constant regardless of the length of the preincu-
bation. These observations indicate thiat external Ca** has an
effect on the rate of electron flow and/for the transport of
ozidizable substrates into the mitochondria, However, this

. previcusly proposed that the rate of oxidative phosphorylation

is limited by the activity of the adenine nucleotide translc-
cator (26-32). However, this postulation has not been entirely
accepted (Refs. 93, and 34; for a raview ses Ref. 35). Since
different steady-state rates of ATP synthesis can be induced
by varying external Ca™ concentrations, it wes possible to
explore the contribution of the adenine nuclectide transloca-
tor to the process, in en attempt to define the role of Ca® in
the control of the rate of ATP eynthesia, To this purpose a
titration of the rate of state 3 respiration with a epecific
irroversible inhibitor of the translocator (36) waa cerried out.
Fig. 3 shows the effect-of different amounts of carboxyatrac-

. tyloside on state 3 respiration of mitochondria incubated with

10°* and 107 M externa) Ca™ with succinate and glutamate
+ malate as substrates (Fig. 3, A and B, respectively). A
marked difference of the effect of carbonyatrectylosids on the
rate of state 3 respiration is observed at a com_:entration of
carboxyatractyloside below 70 pmol/me, respiration at 107 8
Cat* }:emg more senaitive to.carboxyatractyloside than at 10~
M Ca™,

According to Tager and co-workers (17, 18), the degres of

f B

3

3

RATE OF STATE b RESFRATION
[roloms O mg™t win™')
5 4

; <] (1) 00 C) -r
GAT [pmol g}

Fig. 3. Inbibitien of the atate .3 mplratlon by carhoxy-
atractyloside at two Ca®™ hondria {3 mg)
were incubated in the conditions described in Flg 14 with the

of carboxy yloside (CAT) indicated Aﬁorsmm of

bation with inate plus ic {A) or plus

malate {B), 240 u ADP was added and the rate of respiration
recorded. @, 107" Ca™; O, 107 u Ca'™,

TaBLE V1
Controf strength of the adenine nucleotide translocatar and ATP
synthase on ozidative phnspbagiaﬁon ot 107 and 107 M externgl

The control strength (Ci) wan caltulated sccording to Ref. 17 using
the data of Figa. 3 and 4, Uninhibited oxidative phospherylation {Fo)
wasp calculated from the rate of state 3 mpu’ntmn and ita respective
ADP/O ratio.

Bxtarnat Ca®
. Translocese ATF oynthase
I0°M  W0%m W Weu
Fo C Fo C Fo O Fo G

Succinata + rotenone
Glutamate + malate

124 010 163 0.46 138 020 214 0.05
118 0.27 1597 0.66
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RATE OF STATE 3 RESPIRATION
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o 188 iS¥

OLIBGOMYCIN (pmot mg™')

" Pic. 4, Tahibition of the state 3 mpinuan by oligomycin
at two Ca™ trationa. camﬁuona wer of
indieated in Fig. 1A, rxcept that the in d amounts of otigomy
were included in the mr:ubauon mixture. Note that nhgomycm was
incubated with the hondria far 5 min beforo the addition of
ADP.@, 107" 1 Ca*; O, 10w Ca, -
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2555 D4 3925 47

control of a step in & metabolic pathway may be estimated by
measuring the initial slops of the inhibition curve and relating
it to the uninhibited and fully inhibited activity. The results
of the caleulations are shown in Table V1. Cleasty there is
gignificant difference in the control of the rate of oxidative
phesphorylation by the translocator at the two Ca®™ concen-
trations studied, independently of the substrate used. Ita
contribution to the overall contro) of the rate of oxidative
phosphorylation ie sbout 4.6 and 2.4 times higher with sucei-
nats and with glutamate-malate, respectively, st 107¢ M than
at 107"y Ca™,

The contribution of the ATP synthaes to the control of
oxidative phosphorylation was judged by assaying the senai-
tivity of state 3 respiration to oligomycin of mitechondria
incubated with 10™ and 107 M Ca®. The results of Fig. 4
show that regardless of the rate of state 3 respiration, the
inhibition curve by increasing concentrations of oligomycin
is highty sigmoidal; nevertheless, it is of interest to point out
that 10~ a1 Ca?*, the degree of control of oxidative phospho-
rylation exerted by the ATP synthase is higher than at 10
o Ca*, Moreover, according to the criterion employed to
estimate the control exerted by the ATP synthase and the
translocase, it would appesr that with 107" M externsl Ca"
the two enzymes possess a similar quantitative effect on the
regulation of the rate of ATP synthesis.

MSCUSSION

The effoct of Ca™ on oxidative phosphorylstion has been
extensively studied, and there is general agreement that at
relatively high amounts of Ca™ accurhulated, oxidative phos-
phorylation is inhibited (3-16). In this work these results have
been confirmed, but in addition it wes found that there is &
concentration of Ca™ st which meximsl rates of ATP synthe-
sis (8 determined by the polarographic method or by direct
assay} take place. In pur standard experimentsal conditions
this is around 107 i Ca™, but it may vary with the presence

18
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or absence of Mg' and with the concentration of phosphate
in the medium.

It may be considered that the lower rates of ATP synthesis
observed at 10™'M Ca® in comparisan to those observed with
10-* M Ca®* aze due to damage of mitochondria. In this respect,
it is to be noted that between 10~* and 107* M external Ca®*

\ ¢oncentration, similar ADP/O ratios are attained, which in-
dicates that the permesbility properties of the mitochondria
are not affected.

The modulation of the rateas of oxidative phospherylation
by concentrations of external Ca® below 1.0 xM is of interest,

since this is apparently the range in which Ca®* concentration

varieg within the cell under physioiogical conditions (26}, As
to how these concentrations of external Ce™ regulate the rate
of ATP synthesis, the results of this work aleo show that upon
exposure of mitochondria to censentrations of external Ca®™
of 107° n (a concentration at which oxidative phosphorylation
is. about 30% lower than at 10~ ™M Ca’"), the amount of
internal Ca falls to a level of about 10 nmol/mg of protein
(after 5 min of incubation), While during incubation with
107 o external Ca®*, the amount of intramitochondria) Ca
is poised a1 a level of approximately 20 nmol mg™, a concen-

tration approximately equal to that of the starting prepara- -

tion. Following Nicholls (23), at concentrations of 10 M
exiernal Ca®’, o membrane potential of ~192 mV would be
required to retain internal Ca®™ (as derived from the Nernet
equation assuming an activity coefficient of internal Ca*™ of
0.1). Sinre in conditions similar to those of the present wark,
the mitochondrinl membrane potential ip of the order of 120~
170 mV negstive inside (37, 38), Ca™ relesse would be &
thermodynamically favored process. Using the same consid-
erations, in mitochondria incubated with 10~° M external Ca™
and in which maximal rates of ATP synthesis were detected,
the inward and the autward movernents of Ca™ would be in
near equilibrium.

The present date show that the rate of ATP synthesis in
mitachondrie decresses in & time-dependent process whea
incubated st 107" M Ca® in comparicon to that attained ot
107 M Ca™. Apparently as Ca™ Jeaks out of the mitochondria,
the rate of oxidative phosphorylation gradually decreases.
Moreaver, in conditions in which internal Ce* is maintained
at & constant level of approxitnately 20 nmol/mg of protein,
the rate of respiration is not astensibly affected. Thus it would
appear that the level of internal Ca® as modulated by the
extraniitochondrial Ce®™ concentrations influences the rate of
oxidative phosghorylation.

An atiempt has been mide to explore how the internal
concentration of Ce™ affects the overall kinetics of ATP
synthesis, It has been observed thet, similar to the state 3
respiratory rates, electron transport of uncoupled mitochon-
dria ia faster at 107" than at 10°° M Ca?*, This Ca**-dependent
process can be related to the higher rate of ATP synthesis
observed with 107 M Ca?, but it ia noteworthy that the rate
of state 3 respiration is lower than uncoupled respiration,
regardiess of the Ca concentratien in the medium. This
indicates g priori that state 3 fespiration is more importantly
limited by either the phosphorylation of ADP and/or by the
activity of the adenine nucleatide trapelocator,

An analysia.of the inhibition curve of state 3 respiration as
induced by oligomycin revealed that the contro! exerted by
the ATP synthase wae higher at 107 than at 107° M Ca™.
Howaever, it was also observed that to sttain a steep change
in the slope of the inkibition curve more oligomyein was
required st 107 M Ca®™. The latter would suggest that a
different number of active enzymes would be gperating at the
two concentrations of Ca®* studied; indeed it haa been previ-
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ously reported that Ca®* levele may affect the interaction of
the inhibitor protein with the ATP synthase (14, 15}, thus
affecting the number of functional enzymes. Therefore, the
overall data obtained with oligomycin suggest that the anal-
yein of the control exerted by an engyme on a metabolic
pathway as described by Kacser and Burns (39, 40) and by
Heinrich and Rapoport {41, 42) would seem to require ah
experimental evaluation of the extent to which an enzyme
that undergoss reversible transitions affects ity degree of
eontrol on the pathway. The ATP synthase would seem to bo
8 good aystem to test the reported theoretical considerationa,
" ‘The titrations of state 3 respiration with carboxyatracty-
leside showed that the degree of control exsrted by the trane-
jocase is significantly different in the presence of 16™® than
with 10~ M Ca*™, heing several times higher at 107 than at
107" m-Ca®*, Thus, the modification of the rate of oxidative
phesphorylation parsllels 2 change of the kinetie control
exerted by the translocase, which suggests that other kinetic
transitions are occurring in other eteps of coupled ATP syn-
thesis when the amount of mitochondrial Ca** is varied. In
other words, if the degree of contro) exerted by the ADP/ATP
earrior is different st the two levels of Ca** studied, it followa

- that the quantitstive contribution of the other steps of oxi-
dstive phosphorylation would also necessarily undergo modi-
fication. In fact, it is relevant that the Ca**-dependent verin-
tions in the control, as evaluated from the initial slope of
inhibition curves (17, 18, 3942}, exerted by the ATP synthase
and the translocase oeur in opposite directions, Le. when the
control exerted by the ATP synthase is higher {10 3 external
Ca®™), the control by the translocator is relativaly Jow. The
kind of kinetic relation whete n change in the degres to which
one enzyme is rate limiting results in an opposite directed
change in the degres to which the other enzyme becomes
{imiting has been studied by Stoner and Sirak (43). They
concluded that such a sequential coupling relation is estab-
lished between ADP transport and the phosphorylation re-
action during oxidative phoaphorylation,

Moreover, the obeerved difference between the rates of
uncoupled electron transport and state 4 respiration at 10™°
and 10™* M external Ca®™ suggests the existence of a Ca®™-
induced modification of aubstrate transport andfor electron
tranefer. Therefore, it is suggested that variations in the
extramitochondrial Ca® concentration, within the limits that
exist in living cells (26), modify quantitatively the contribu-
tion of ths multiple control pointa {17, 18) that are involved
in the overall kingtica of ATP synthesis poising the ayatem at
varibus rates of oxidative phosphorylation,

Along this line, measurements of the activity of several
intramitochendrial debydrogenases (44—46) and electron
probe gnalysis of heart and other muscle cells (47) indicate
that the possible physiological range of intramitechondrial
Ca* ia of the order of 1-5 nmel/mg of mitochondrial protein.
In our experimental conditions, the Ca™ levels are near the
aforementioned values which suggests that Ca™ exerts a
physiological rola on the regulation of oxidative phosphoryla-
tion. Moreover, s dependence of ths activity of carbamoyl
phosphate synthase and pyruvate catboxylass on internal
Ca® lovels in & range similar to that attained here has been
reported {11, 48).

At the moment it Is not possible to ascertain the mechanism
through which the internal concentrations of Ca®™ induce the
aforementioned changes of the kineties of oxidative phospho-
rylation, but it is interesting that there are reports that
indieate that the amount of intramitochondrial sdenine nu-
cleotides is affected by the internal concentration of Ca®™ (13,
49, 50), and recently it was reported that prolonged incuhba-

-21, Lampreckt, W, and T
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tions of mitochondria increase the control atrength exerted
by the adenine nuclectide translocator (51) which apparently
iz associated with a diminution in the intramitochondriel pool
of adenine nuctectides, However, it is necessary to consider
that variations in the lovel of other endogenous components
may account for the presently described observations. With
respect to Mg, it is important to point out that in liver
mitochondria with a content of approximately 30 nmol of
Mg™/mg of protein incubated for 5 min in mixtures similar
to these employed here, Masini et of. (52) observed a loss of
approximately 3 nmol of Mg?*/mg. Thus variations in Mg**
levels would not seem to be an important factor in the
presontly described effects of Ca® on oxidative phosphoryla-
tion.

In relation to the contribution of the ATP eynthase to the
overall process of ATP synthesis, it must be recalled that the
action of the natural ATPase inhibitor protein on the ATP
synthase app to be modulated by the tions of
Ca™ in the mitochondria {14, 15). Therefore, it would seem
that Ca™ concentration in the exterior and/or interior of the
mitochondria induces ixnporiant modifications of the kinetic

‘characteristica of many of the steps involved in the totat

process of ATP synthesia,
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if You Cannot Do So, Please Return 1t Immediately Without Comment

Date:  8/1/84 Manuscript No,:_4-2212 tter distincglon
. . nthesis by Ca”
Author(s): pafael Moreno-Sanchez _some other direct

Title: Regulatmn of Oxidative Phosphorylation in Mltochondna
by External Free Ca‘' Concentrations

The Editors would appreciate your opinion on the suitability of this manuscript for publication in ‘The Journal
of Biclogical Chemistry. This is & privileged communication. s contents should niot be revca'led nor made use of
until it has appeared in print.

~ Comments (Continue on another shest, if necessary): /[/

I believe this paper contains interesting observations which deserve to be
published. The paper i5 generally well written, and the 'control strength’
interpretation appears to be generally valid despite its application to complex
experiments.

It is somewhat disappointing that the mechanism by which Ca+t exerts the
cbserved effects is not investigated further. It would have been revealing,
perhaps, if the author had actually measured matrix adenine aucieotide levels,
since he suggests that these may vary with Cat+ leveis.

The weakest point of the paper is the failure to address the role of Mg+,
Recent work by Siliprandi and others indicate that mitochondrial Mg+ is more
tabile under some conditions than athers and that Mg++ retention is profoundly
affected by Ca++, by oxidative phosphorylation and by external Mg+ concentra-
tion. Is it possible that effects attributed to Cat+t are due to secondary
effects of Catt on Mg+? Since most of the conclusions are derived from simple
respiration studies, it seems reascnable to request the author to demonstrate
that the conciusions are not affected if Mg+t concentration is varted.

1 have diffieulty with the author®s statement that there is no effect of
Cat++ on State 4, since Fig. 1A shows it to increase alomg with State 3. The
magn itude of the effect on State 4 45 smaller, but isn't this likely to be
due to primary limitation by H+ permeability?

As I began to read the paper, I anticipated some discussion about the
extent to which matrix enzymes besides the ATPase are activated by Cat++t and the
controversy (e.qg., Hansford, McCormack) over whether matrix Cat+ is in the
proper range to exert this contre) function. 1 was disappoinied that this
subject was not addressed, in view of the conclusion that matrix Ca++ activity
affects ATP synthesis by an unknown mechanism,

{continued on next page)

Do oot write comments, balow this hine Do nos wiite name above 1he tine

Date: Sept. 28, 1984 Please Requrn QOriginal and T'wo Unsigned Carbon Copies
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Specific Comments:

page 4, lst paragraph: “Along this line ....." a better distinc&ion»
should be made between evidence for inhibition of ATP synthesis by Ca“
uptake through comps;ition for the available energy and scme other direct
effect of matrix Ca”~ .

p. 8, 15t paragraph: th does not appear accurate'tp say that state 4
rates are unmodified by Ca® concentration. -

p. 9, 1st paragraph: Effect of M92+ and Pi - do these effects simply
result from slowing down Ca“ uptake or are the final steady state rates,
j.e. after 10 min or more, ifected? Does inorganic phosphate in the range of
0.5 to 10 mM affect free Ca 2goncentration? Is this taken into account. when
calculating external free [Ca® 17 .

. g..§0, Tagie I¥: Is there an error. in the rates of the 7 min time point
with MCa 7 L .

. 11, 1st paragraph: Differences in curves of Fig. 3 are observed
betow 0.7 nmol/mg CAT, not 70 pmol/mg? . :
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This manuscript concerns an interesting problem in bicenergetics, and ultimately
the work should be acceptable for J.E.C. In the present form, however, the manuscript
should not be accepted Firstly, on the trivial level there are errors and/or
ommissions, as noted in the points below, which should be corrected, Secondly, the
point made about control of ATP formation by either the translocase or the ATP synthase
being strongly depandent en th Ca*t level is cbscursd by the ommission of 1nfcvmac1c1
about Fig. 4 and, perhaps more importantly, to this reader the Ca*t effect seems,
from the data to be in the opp051te sense to what the author concludes. Probably
I am wmissing something, but 1t points ro the fact That the author must clarify the
issue as to the effect of Ca*’ on the two processes.

Specific Comments
—

L. Legend of Fig. 2. There is an error in the legend in referring to Fig-. 24
and 2B. Do the authors mean Fig. 1A and 1B? .

2. P. t0, 2™ line from bottom. - I think the authors meant . . ., due to an effect on
the phosphorylation., . . .

3. Fig. 3B. fThere is no justification for drawing the top line with the sharp drop
at 1.33 Cat.

4. p. 11, middle. -The reference to 70 pmol/mg seems an error, as the x-axis of
Fig. 3 is in nmoi. -

5. TFig. 4. The legend does not indicate what the solid and open circles represent.

6. p. 14, line 17, and Fig, 4. The effeCt of 0.15 nmol olig. effect was only found
in the open c¢ircle (107 6mCa**") case. " In the closed circle case, the ollgomyczn

effect didYget dramatic unt11 about 0.240 nmel.

ot

7. bD. 15, top. The point abour the .opposite sense of the control by 107 m and 107%
Ca*t is not at all clear, partly due to the point 5 above, This must be clarified.
If the open circles are meant to be 1078m ca** as in Fig. 3, then I don't agree
with the author's conclusion.
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Quentin H. Gibgon, Associate Editor

Seetfon of Biochemistry and Molecular Eiology
. Wing Hall-Cormell University

Ithaca, New York 14853

Dear Dr. Gibson:

. This 18 in reference to your letter of October 10, 1984 conecerning
the manuscript "Regulation of Oxidative Phosphorylation in Mitochonitka
by External Free calt conéentration" which das submitted for publication
in the Journal of Biclogical Chemistry, The manuscript was returned with
the comments of two reviewers which considered that the work could be
published if several questions and eriticisms were answered and various
corrections made, I have tried to answer the various pointas that were
ralsed and have 2lso made the necessary corrections. These are as
follows: .

Firast referee:

He megs_ions that the weakest poiut is the fetture to addresa the -
role of Mg“", Specifically he asks 1f "it is possible Spa: effects
atrributed to calt are due to gecondary effects of ca?t on Mg”'. I would
1like to point that although Mgz"' controls the concentration of ca?t ar
which maximal rates of oxidative phosphorylation are atrained, the same
effects of Calt are observed regardless of the presence or absence of Mg
in the media (sezc p2?, lines 23-29), Thus as the referee points out it is.
possible that Caz+. through confrolling intramitochondrial Hgg"’ levels,
could ixemt:l.ts_ effects on owidative phosphorylation, lowever, variations
in ng levels in the time range and incubating conditions similar to
those employed here have been previously determined (ref. 52 of this work),
end apparently it would agen that the effects of Ca? " ave not mediated
through variations of M content, This point of view has been included
on p.16 lineg 22-29,

The same reviewer suggested that it would have beeun revealiug if the
content of adenine nucleotides had been measured. NeedlesSto say I agree
with the reviewer, but unfortunately at this moment there are several
alternatives through which Ca“” can affect the overall process of oxidative
phosphoryletion and ny polat of view on this matter is now stated on p.l15
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last paragraph, p.l¢ lakt paragraph and p.17 of thi_a work. In this
manuseript 1 have aonly tried te pointbut that ca?” levels ragulate
the rate of oxidative phosphorylation through a process that is
scconpanied by shifts in the control strength of some of the enzymes
involved in the process.

I think that the mechhhism(s} through which the described regulatory
effect of Ca?t takes place would require wuch more study. This point
of view 13 stated on p. 16 lines 14-24. This was also described in the
first version of the manuscript.

A phird point of the reviewer that there Sisan effect of (282+ on
State 4 respiration. Correct, this has now been ackiokdddedd on p.8
lines 5-6. . . . .

The reviewer suggested that ggme discussion on the extent to which
matrix ewgymes are asctivated by Ca *+ and the controversy over whether
uetrix Celt is in the proper rauge to extent control. In this version,

I have included some relevant data on the question raised by the reviewer

Apgarem_:ly the overall data suggest that the levels of intramitochondrial
Ca‘t at which the measurement were carried out are in the phyaiologfcal

range, This is stated on pag. 16, second paragraph.
Specific Comments (Reviewér 1)

1) I have tried to make the"distinction between inhibition of ATP
synthesis by CaZ+ ypakke through competition for the available energy and a
some other direct effect of matrix Ca2™, See p.4, lines 2-9,

2) vith respect to state 4 resp., (see similar comments of second
reviewer) both referees are correct. Changes in State 4 respiration are
now stated (p. 8 lines 5-6). '

3) p.9 first paragraph - The referee coments on the role of Mgz+ and Pi
This experlimental results that relate to bis question are described on
p-9 , lines 21-26, My point of view on the role of Mg?t is stated above
in reference to the general comments of the reviewver,

43 .p. 16 Table IV. The reviewer is ecorrect. This has been clarified.

£) The error onpplll, lst. paragrzph has been corrected. .
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Second Reviewer:

" Firat. I want to apologize by the omission of information of Figure 4
in the original manuscript, Nevertheless from the data, the reviewer
reaches conclusions that are different from these made in the original
(and present version) manuscripr. I think the reviewer in his comments
has styessed an importamt point on how to evaulate the control exerted
by & given enzyme from inhibttion titration dats. Essentially the
problem f{s that if the reasoning of severel suthore (see refs., 17, 18, 39-
42) are followed a figure that reflects control strength ia obtained.
On the other hand, if the conemntration of the inhibitde ef which a
steep change of the inhibition curve is attained a different conclusion
on the degrea of control exerted by that enzyme may be reached., In
this manuscript the experiments with the ATP synthase (Fig. 4) 1llumtrates
. this peint. From my point of view this enzyme presenta several yet
unexplored points of regulation, in particular the wvariation in the
mmber of active enzymes that may exist in different metabolic conditiops.
Whether with this enzyme the experimentsl results agree with the theoretical
considerations of Kacser and Bures (39,40) and Heinrich and. Rappport (41,42)
ramains t¢ be established. In the preseot manuscript, it has been stressed
that the evaluation of the control strength has been made from the initial
slope of the inhibition curve, but at the same time recognizing that the
avaluation of other parameters of the inhibition curve way imply other
interpretation, This point of view has been stated in p, 14, Iines 15-27.
I hope that the reviewer sgrees with our point -of view on this problem. .

Specific comments of the reviewer:
I. Error to legend of Fig. 2. This has now bLeen corrected.
2. His observation is correct. This has been clatified.

3. Fig. 3 B. "There is no justification for drawing top line with a sharp
drop of 1.33 CAT". This observation és correct; unfortunstely a point was
not drovn in the original drawing. The drawing has been corrected.

4. p.l11, middle, This point has been corrected.

S, Fig. 4, the meaning of the solid and open circles has now been stated.
) oo

B and 7, Gndeﬂeieﬂuhmﬁuﬁmeﬁtgu?ég&mnd and the téxt were corrected
according to the reviewer's obwervations. With respect to bhs disagreement
on cur conclusions, please see the comments with respect to the titratfon
of thé ATP synthase with oligomyecin.
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I have tried to answer the comments of the reviewers to the best of
ny ability. I thank the reviewers, indeed I believe thelr comments point
out the main problems imvolved in the process described in the nanuscript
and I have tried to express the state of the problem taking into account

- their observations, I alse thank them for peinting out the errors of the

original manugcript. I hope that in 1cs present forn the manmseript is
acceptable for publication,

An editorial coument was that the sbstract be condensed, This has
been done.

Except for the corrections specifiel 1n this letter, the rest of the
manuscript has not been alteted.

Thank you very much for your interest.

Sincerely yours,

'MS RAFAEL MORENG SANCHEZ

‘erz.
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Synthase to the Control of Oxidative Phosphorylation and
Arsenylation in Liver Mitochondria*
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The regulation of the rate of mitochondrial oxidative
phosphorylation and arsenylation was studied at two
external free Ca** concentrations. The rate of arse-
nate-stimulated respiration in absence of added ADP
was not affected by external 10~° and 107® m Ca®
levels or carboxyatractyloside, while state 3 respira-
tion was profoundly modified, In addition, the Kinetic
analysis showed that the rate of arsenylation in the
presence of ADP was more efficient {V./K,, ratie 3.5
times higher) in the catalytic process than phospho-
rylation. Therefore, this suggests that the activity of
the ATP/ADP carrier is importantly controlled by
Ca®*. The evaluation of the control in phosphorylation
showed that the flux-control coefficients (C;) exerted
by the ATP/ADP carrier (ranged between 0.23 and
0.48) and the ATP s¥nthase (0.05-0.57) were medified
in & reciprocal way by Ca®* and P, concentrations. This
suggests that these two enzymes are coupling sequen-
tially through a common intermediate, the intramito-
chondrial ATP/ADP ratio. Qther important steps con-
trolling phosphorylation were the b complex (C; =
0.30) and the ¢¥tochrome oxidase (C; = 0.23) but they
were not modified by Ca**, It was also found that the
main step controlling arsenylation was the ATP syn-
thase (C; = 0.74). The increment in the inorganic ar-
senate concentration induced a diminution in the con-
trol exerted by the ATP synthase (from 0.73 to 0.586).
The resulis suggest that Ca?* and P, {or inorganic ar-
senate) could be regulated by ATP synthesis through
an activating effect on ATP/ADP carrier and/or ATP
synthase.

The regulation of steady-state mitochondrial oxidative
phosphorvlation has been a problem of interest for several
years. On the basis of studies on the effect of specific inhibi-
tors and vartations in the ADP/ATP and ATP/{ADP) x (P)
ratios on the rate of ATP synthesis, it has been proposed that
the adenine nucleotide translocator is the rate-limiting step
of oxidative phosphorylatior (1-4). In contrast, through a
thermodynamic approach, it was postulated that cytochrome
oxidase is an important control point of oxidative phospho-
rylation, since it was chserved that sites 1 and 2 of oxidative
phosphorylation were in near-equilibrium with the extrami.
wechondrial phosphorylation petential {5, 6). Howexver, other

studies showed that the translocator was approximately 2
keal/mol out of equilibrium (7), and, more recently, the con-
clustons reached from the aforementioned thermodynamic
studies were critically evaluated (8). In addition, using the
theory of metabolic control developed by Kacser and Burns
(9, 10} and Heinrich and Rapoport {11, 12), Tager and co-
warkers {13, 14) showed that control of oxidative phosphe-
rylation is exerted at multiple points, the most imporiant
being the adenine nucleotide translocator, the dicarboxylate
carrier, and cytochrome oxidase.

It has been described that the level of intramitochondrial
Ca™ affects the rawe of oxidative phosphorylation .(15-21}.
Apparently this effect of Ca* involves a change in the degree
of kinetic control exerted by the various steps of oxidative
phosphorylation (22); nevertheless, at two different rates of
oxidative phosphorylation, it was found that the adenine
nucleotide translocator is an impertant point of control (22},
With respect to bow intramitochondrial Ca*alevels regulate
the various steps involved in oxidative phosphorylation, it
was considered of interest to evaluate the multiple controd
points in the absence of the contribution exerted bv the
adenine nucleotide trapslocator. Such a svstem could be the
arsenate-stimulated respiration {23-26), the rationale being
thaz arsenate that enters the mitochondria through the mer-
salvl-sensitive phosphate carrier (27} arsenylates internal
ADP via the ATP synthase-using the H* gradient generated
by the respiratory chain (27-30). As ADP-arsenate is rapidly
hydrolyzed, an internal cycle of ADP-arsenate synthesis and
hydrolysis would take place. Thus, in this system, the arse-
nate-stimulated respiration would not involve the function of
the translocator. In this work, the control strength of all the
steps involved in oxidative phosphorylation and arsenylation
was quantitated at two different rates of oxygen uptake as
controlled by the external Ca** level,

METHODS

The preparaticn of rat liver mitochondria with a medium contain-
ing 250 mM sucrose, 5 mm HEPES,' 0.5 mm EGTA, pH 7.0, the
determinations of oxygen uptake (by means of a Clark-1ype electrode)
and protein, and the use of Ca®-EGTA buffers were described in 8
previous work {22). Mitochondria (1 mg/ml) were incubated in 3 basic

. medium containing 120 mM KCJ, 30 mM HEPES, 2 oM MgCl, 5 mM

suceinate, 2 mM EGTA. pH 7.20, at 30 *C. Other experimental con-
ditions are detailed in the legends to the tables and figures.

# This strdy was supporied in part by & gram from the O Tor
of American-States and the Ricarde J. Zevada Foundation to Dr. A,
Gomez-Puyou. The costs of publication of this articie were defraved
in part by the payment of page charges. This artitle tust therefore
be hereby marked “edvertisemenr” in accordance with 18 U.S.C.
Section 1734 solely to indicate this fact.

‘'Fhe abbreviations used are: HEPES, 4-{2-hydroxvethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid: As. inorganic arsenate; C. flux-
control coefficient; EGTA, ethylene giveol bis(3-amingethyl ether)-
N.N,N'.N'-tetraacetic acid: FCCP. carbonyl cyanide 3-triflucrometh.
oxyphenylbydrazone; HQNOQ. 2-heptyl-4-hydroxyquinoline-A-oxide.
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Control of Phosphorviation and Arsenylation

RESULTS

Effect of Carbozystractyloside on Oxidative Arsenylation—

he mechanisi through which arsenate stimulates mitockon.
grial Tespiration is visualized es the formation of ADP-arse-
nate through the ATP synthase and its subsequent sponta-
EoUs ‘internal hydrolysis (27-30). Nevertheless, the addition
of ADP 6 the system increases the rate of the arsenate-
guimoulated respiration (24-26}, which suggests that the met-
abolic cycle exhibits a certain dependence on the translocation

of adenine nucleotide across the membrane. Therefore, the '

censitivity of ozidative phosphorylation and arsenylation to

carbozyatractyloside, a specific irreversible inhibitor of the

¢ranslocator (32, 32}, was assayed in mitochondria incubated

fot 5 min with 10 M external Ca™ (Table I}, which is
aesumed to be much lower than physiological concentrations

" of Ca®* (33). As discussed in previous work in this condition
(22), the amount of intramitochondrial Ca** is lowered from
20 to 11 nmol mg™, which is near to the possible physiological
range of intramitockondrial Ca®*™ of 1-5 nmol/mg of mito-
chondtial protein determined in entire cells (34). On the other
nand, arsenyletion in the absence of ADP wag completely
insensitive to carboxyatractyloside. In the presence of ADP,
the rates of phosphorylation and arsenylation were dimin-
ished by carboxyatractyloside, but as expected the former was
much more sensitive. These findings indicate that phospho-
rvlation fully depends cn translocator activity, while arseny-
Jation is ouly partially dependent. )

The increase in the rate of the arsenate-stimutated respi-
ration as induced by ADP suggests that either intramitochon-
drjal ADP concentration is limiting for respiration or atter-
natively, as phosphbate is competitive with arsenate (23, 24,
96), the phosphorylation of ADP lowers the internel phos-
phate concentration, thus allowing full expression of the
action of arsenate. These possibilities were explored by assay-
ing the rate of arsenate-stimulated respiration of mitochon-
dria preincubated for 5 min prior to the addition of arsenate
in the usual conditions (Table I). The rate of respiration
srirmatated by 2 mm As; in the sheence of added ADP and By
was 129 nancatoms min~* mg™'. As, added to mitochondria
after 15 s of incubation with 4 uM ADP induced a rate of 146,
In mitochondria preincubated for 5 min with hexckinase,
glucose, and 4 xm ADP, in which endogenous phosphate would
bave been converted to. glucose 6-phosphate, As; induced
respiration to a vatue of 143, Thus, a lowering of the internal
phospkate concentration did not modify the effect of ADP on
the As;-stimulated respiration, which may suggest that the

TagLE 1
Inhibition of oxidative phosphorylation and arsenylition by
carboxyatractyloside
Rat liver mitochondria (3 mg) were incubaied in 3 m) of the basic
medium: 126 mM KCI, 30 mm HEPES, 2 mM MpCl,, 5 mM succinate,
2 mm EGTA, 107 M Ca®™, pH 7.20, at 30 *C. For the assay of oxidative
phosphorylation, the mixture contained 2 mM P; from the beginning
of the experiment. After 5 min of preincubation with the indicated
amounts of carboxystrectyloside, 250 wi ADP wes added. For the
assay of arsenylation, 2 mM As; was added instead of Pi. After either
the addition of ADP or As;, the rate of oxygen uptake was caleulated

12555

translocation of ADP per se may be involved in the increase
by ADP of the As.-stimulated respiration. The K. for ADP
in the arsenate-stimulated respiration in the absence of hex-
okinase was 13.2 pM (data not shown). This was calculated
by plotting the increase of As;-stimulated respiration by var-
tous concentrations of added ADP.

Effect of Ca** ¢n the Arsenate-stimulated Respiration—The
level of internal Ce** as regulated by the external Ca™ con-
centration controls the rate of oxidative phosphorylation {(22).
Therefore, it was considered of interest to study whether Ca™
levels affect the arsenate-stimulated oxygen uptake. In agree-
ment with previous findings (22), it was found that, at &
concentration of 10 M external Ca™, the ADP-stimulated
respiration decreases with time {Table T); with 107° w exter-
pal Ca® in a 5-min pericd, the decrease in respiration is much
lower. In the presence of ADP and arsenate, a similar pattern
is observed, except that the decrease in respiration is much
lower than in the presence of phosphate. In contrast, the
arsenate-stimubated respiration in the absence of added ADP
remains essentially wnchanged regardless of the concentration
of Ca™ introduced into the mixture. Also, it is to be noted
that, after a 5-min incubation period with 10" M external
Ca**, which lowers the level of internal Ca®* (22), the rate of
respiration in the presence of ADP and arsenate is higher
then that obtained with ADP and phosphate, The data of
Teble I also indicate that the rate of oxidative phosphoryla-
tion is 20% faster than the rate of arsenylation after a 1-min
preincubation, which is in accord with previous reports (26,
28, 28, 35-37). However, when mitochondria were pretncu-
bated for 5 min at 10 M Ca®*, the rate of respiration in the

- presence of ADP and As; is 27% higher than that obtained

with ADP and phosphate, Therefore, the data show that the
rate of respiration is modified by the level of extramitochon-
drial Ca™ only in conditions in which ADP determines the
rate of respiration. These results suggest that Ca®* levels
modify mainly the functioning of the adenine nuciectide
transiocator.

Catalytic Constants for Oxidative Phosphorylotion and Ar-
senylation—A double reciprocal plot of the rate of respiration
at various concentrations of phosphate and arsenate is shown
in Fig, 1, In the Lineweaver-Burk plot, two clearly distinguish-
able slopes were detected; in a kinetic study of-oxidative
phosphorylation, Stoner and Sirak (38) noted a similar down-
ward curve. These authors interpreted these findings as dif-
ferent affinities for phosphate during oxidative phosphoryla-
tion. Using the second slope of the data in Fig. 1, the kinetic
parameters depicted in the figure were calculated. Apparently,
oxidative phosphorylation has a 14% higher catalytic capacity
than arsenylation in the absence of added ADP. In contrast,
arsenylation plus ADP shows a higher V_,, and a K, for
arsenate 70% lower than that for phosphate in oxidative

Tame O
Rate of respiration stimulated by ADP and As, at two Ca™
eoncentrations
ia were incubated in the conditions described in the
legend to Table |, except that the concentration of Ca®™ and the time
of preincubation were gs indicated.

Mitachood

Ib oxidative arsenylation plus ADP, 250 uM ADP was added 20 &
before As;.

T
Carborye- Oxidati Dreidau: o
tractylosid rhosphorylation areenyistion "‘?:nig;‘m
pmod mg™ nanoatoms O mg™ min™*
L] 136 116 180
50 127 115 172
167 17 106 100

Rate of respiration
Addition 107w Ca™ 1074w Co™
1 mig* 5 min* 1 min® 5 min®
. nancatoms O mg™ min™
As; 122 125 117 131
As; (+ ADP} 209 183 211 204
P, + ADP 252 144 240 205

* Preincubation time.
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F1G. 1. Kinetics of mitochondrial oxidative phosphoryla.
tien and arsenylation. The caperimental details are described in
the lezend wo Table |

phosphorylation, and the catalytic constant V./K. is 3.5
times higher in arsenylation {(+ ADP) than in oxidative phos-
phorylation.

E:aluarion of Multiple Control Points of Oxidative Phospho-
nicsian and Arsenyigzion—The quantitative analysis of con-
trol of 2 metabolic pathway (9-12) introduced by Tager and
co-workers {13, 141 for mitochondrial ATP symthesis was used
‘nere. The values of flux-control coefficient (see Ref. 39 for
new terminology in the metabolic control theory) for the
adenine npucleotide translocator and the ATP synthase of
rmitochondria incubated in 107 and 10~ M external Ca®™ were
described before {22). These resulis were confirmed (Table
1If). It should be noted that the concentration of Ca*™ modu-
iates in a reciprocal form the flux-control coefficient exerted
by the adenine nucleotide translocator and the ATP synthase.
o addition, it is to be noted that cytochrome oxidase and b-
¢y complex also contribute in AR important form to the control
of the rate of ATP synthesis, but that the value is not modified
by external C#™ concentration. )

The titration curves from which the values of Tahle III
were calculated are shown in Fig. 2. For reasons unknown,

" the values obtained for the &-¢: compiex and the dicarboxylate’

carrier are significantly different from those obtained by
Tager and co-workers {13, 14}. In different experiments, the
C, values for 107® M C2™ exerted by the b-c, comples using
HQNQ were 0.40, 0.33, and 0.46. At 107* M Ca®, values were
.34, 0.27, and 0.26. Titration with antimycin, another inbib-
itor of the b, complex (48). also gave a high vejue of the
flux-cantro] coefficient. Malate was considered a specific in-

bibitor of the dicarboxylate carrier on the rationale that

mitochondria in the presence of rotenone wouid be unable o
oxidize malate, and that malate could compete with the joflux
of succinate (43, 44). In different experiments on the effect of
malate, the values obtained for the flux-control coefficient
exerted by the dicarboxviate carnier at 107* M Ca® were 0.04
and 003, and at 10~ M Ca™, 0.11 and 0.04. The values
determined for this carrier using mersalvl, phenylsuccinate,
and n-butilmalonate confirmed that the dicarboxylate carrier
exerted a low control of the rate of cxidative phosphorylation.

From titrations with oligomycin, it has been reporied (49,
301 that the ATP synthase does not exert significant contrel
of state 3 respiration (however, see Ref. 51} In our experi-
mental conditions and using also oligomycin, this seems to be

Control of Phosphoryviation and Arsenylation

TasLe HI
Flux-conzro! cocfficien! of (erivis steps in oxigative phosphunietion
Flux-control coefficients were caleulated accerding wo Ref. 13 using

the data of Fig. 2 and other titration curves with the indicated
inhibitors (ot skown). The estimation of C, values wgs done mea-
suzing the stope of the inhibition curve at the jowest concentrations
of inhibitor used. and relating it to the uninhibited activity and other
kinetics parameters depending on the kind of inhibitor used, foliowing
the considerations of Ref. 13. The following K; were used for the
celculations: azide, 250 uM at pH 7.20 {40} cvanide, 10 pM (this was
determined in the conditions emploved here by measuring cytochrome
oxidase activity as described in Kef. 41); HQNO, 64 mM {42); A-
ethylmaléimide, 60 uM (determined from the inhibition curvel; mal-
ate, .23 mM (43); mersalyl, 5 um (43); phenylsuccinate, 0.71 mm
{441 n-burylmalorste, 0.35 mM {#4}. The following K, values were
weed: P 1.6 mM (43} succinate, 117 mM (43); As, (.34 mM (see Fig.
1). Carboxyatractvloside {31, 32}, oligemycin (46), and antimycin (47)
were considered irreversible inhibiters. The symbols C and NC indi-
cate compatitive and noncompetitive inhibitors, respectively. :

C.
Ennme 10~ M 105 Inhibitor
) Ca* Ca®™
ATP/ADP 0.32 0.48 Carboxyatractyloside
carrier
ATP sxnthase 0.271 0.05 Oligomycin
Cytochrome 0.16 0.20  Azide (NC)
oxidase 0.27 0.23 Cyanide {(NC}
b.¢, coraplex 0.30 027 HONG (NC)
. . .50 043  Antimyein
P, carrier 008 0.12  Arsenate (C)
- 0.03 0.05 N.Ethylmaieimide {(NC)
Dhicarboxylate 0.03 0.05 Malate (C}
carnier .09 0.14 Mersalyl (NC)
0.08 Butvlmalonate (C}
0.00

. __900 Phenylsuccinate (C)
TC, = 1.02-147 LI16-1.96 .

the case at 107 M Ca?", but at 10 M Ca®*, the contribution
of the ATP synthase is high (Table IH). In various experi-
moents, the values obtained at 10~* M Ca®* were 0.32 and 0.31,
while at 107 M Ca®*, the values obtained ranged between 0.01
and 0.14.

The flux-conirol coefficients of several of the reactions

" involved in oxidative arsenvlation were als¢ calculated from

titzations with various inhibitors (the titration curves are
shown in Fig. 3 and the results of calculations of the flux-
canirol coefficient in Table IV). Noteworthy is that the most
imporiant point of control of this process is the ATP synthase,
rorwithstanding the presence of ADP or external Ca®”. In
addision. it is of interest to note that the contribution of the
ATP synthase to the arsenate-stimulated respiratien is about
3 times and approximately 12 times. higher at 10~° and 107
m Ca™, respectively, than izs confribution in oxidative phos-
phorylation {compare data of Tsbles IIT and IV). The contri-
bution of the other metabolic steps to the control of the
arsenate-stimuiated respiration was similar to that detected
in oxidative phosphorylation, except for the case of b-¢; com-
plek, which was lower in the case of the arsenate-stimulated
oxygen uptake.

1Jp to this point, the results supgest that there is a reciprocal
relation in the control of exidative phosphorylation between
the adenine nucleotide translocator and the ATP synthase,
Endeed, by poising the rate of oxidative phosphorylation at
wwo different steady-state Jevels, it was observed that the
contribution of the translocator and the ATP synthase varied
in opposite directions. Moreover, without a functional adenine
nucleotide translocator, as in the case of the arsenate-stimu-
lated respiration, the main point of control is the ATP syn-
thase. Therefore, it was of interest to estimate the control
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Fic. 2. Inhibition of the rate of state 3 respiration at two Ca* concentrations at different enzymic
steps. Mitochondria were incubated with the indicated inhibitors for 5 min in the conditions described in the
legend to Table | at 10~ and 107 M Ca'™, State 3 respiration was induced by the addition of 200 xM ADP. In B, 3

uM rotenone was added.

exerted by the two enzymes at different steady-state rates of
oxidative phosphorylation. The rates. of arsenylation and
phosphorylation were adjusted to different levels by varying
the cencentration of phosphate or arsenate introduced into
the mixture; at each of these concentrations, titrations with
carboxyatractyloside and oligomyein were carried out. From
the slope of the inhibition curve the flux-contrel coefficient
was calculated. The results (Table V) showed that, as the rate
of phosphorylation increased, the contribution of the translo.
cator increased, while that of the synthase dirainished. In the

arsenylation reaction, it was observed that, as the rate of
respiration increased, the contribution of the synthase to the -
regulation of the process also diminished. It should be noted
that; at all levels of respiration, the control exerted by the
synthase is significantly higher for the arsenylation than for
the phosphorylation reaction.

DISCUSSION

It has been repeatedly observed (26, 28, 29, 35-37) that the
rate of respiration during ATP synthesis is higher than that
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TaBLE TV
Fiux-control cotfficient of verious steps of esidative arsenyiation
Flux-control coefficients were caleulated from the data of Fig 3
and other titration curves obtained with the indicated inhibitors (noy
shown) as described in the legend to Tubie T Qther experimental
details were also described in the legernd to Table IIL C, competitive
inhibitor.

C:

Enzyme 10 0N Inhibitor
- Ca™ Ca™

ATP synthase 0.74
0.76 {(+ ADP)

015

Oligomycin
Azide
~ HQNO

Cytochrome
oxidase

b-61 complex 0.00

0.02

612

.00

005

0.10
T =004 t.15

0.10
As; carrier
N- Ethylma]eun ide
Malate

Mersalyt

Dicarboxylate
carrier

MALATE {mM) - — -+ ry

190,

T-\+ ADP

.1+

! min-"

Ho|

{ngtoms O mg

7

ARSENATE - INDUCED RESPIRATION

30k

o 39 8

OLIGOMYCIN  {pmot mg™")

. F1G. 3. Inhijbition of the rate of amnah-ilduced respi.ra-

tion mt different enzrymic steps. hondria were intub

ug [ET 238 314

TaBLE V
Contribution of the translocator of adenine nucleotides and the ATP
synthase to the conzrol of oxidative phosphorylation and arsenylation
at different steadv-state rotes

Mitochondria were incubated at 107° M Ca®* in the basic medium
detailed in the legend to Table I Different steadv-state rates were
fixed by adding the indicated concentrations of P, in the case of
phosphoryviation or As, in the case of arsenylation. Flux-controi
coelficients were calculated as indicated in the legend to Table 11,
using carbexyairactyloside and eligomycin as irreversible inhibitors,
‘The rates of the uninhibited steady-states (Fo, Aso) are shown and
iridicate nancatoms of O mg™' min~*, After 5 min of incubatien with
the inhibitoms, either 250 pm. ADP or As; was sdded, Afrer this
addition, the rate of oxygen uptake was measured.

<

Piot

As, Fo Phosphorylation

Transl Svnth

Amenylation
Ase Symb

mM
05
20
5.0

83
. 110
127

073
0.70
0.56

91
112
139

0.23
0.33
0.52

057
023
0.20

with the indicared inhibitors for 5 min at 107" M Ca™ in the media

detailed in the fegend to Table I. Arsenate-induced respiration was

started by the additicn ¢f 2 mM As,. Where indicated, 200 sM ADP
. was added 20 s before As, .

induced by As.in the presence or absence of ADP. This

observation was confirmed. but it was observed that, in mi-
tochondria incubated for 5 min with 107 M external C&™", the
rate of oxidative phosphorylation declined {Table }I and Ref.
22) to a point in which the arsenate-stimulated respiration
‘became higher. The diminution of the rate of oxidative phos-
phorylation correlates with & drop in the level of internpal Ca™
{22}, In agreement with previcus conclusions (17, 21, 22, 52,
53), it would appear that & main effect of Ca™ levels on
mitochondrial phosphorylation is on the activity of the ade-
nine nucleotide translocater, since the arsenate-stimulated
respiration was not affected by variations in Ca® levels.

The guantitation of the flux.control coefficient exerted by
the various metabolic steps involved in oxidative phospho-
rvlation at two different steady-state rates as determined by
the concentration of external Ca** showed that only the
control exerted by the adenine nucleotide translecator and
tbe ATP synthase underwent significant vanations; more-

over, opposite variations in the control exerted by the ayn-
thase and the iransiocase were also observed wheh the rate of
phosphorvlation was modified by variations in the concentra-
tion of phosphate. In agreement with previous considerations
(38, 54), the observed reciprocal changes that occur with the
adenine nucleotide translocator and the ATP syntbase as
induced by Ca?* or phosphate suggest that there is a strong
functional coupling between the two enzymes, ie, an activa.
tion of the synthase would lead to an inverse shift in the
kinetic control exerted by the translocase and the synthase.

The theory of metabolic control (8-12) describes a quanti-
tative relation between the flux-control coefficients and the
elasticity coefficients (39) of adjacent enzymes through com-
‘mon metabolites; the elasticity coefficient of an enzyme being
defined as the “local” response of the rate to a change in the
concentration in one of the intermediates (10, 11). Such
relation was nanied the econnectivity property (10:

C 4

o
c, «

where C, and C, are the respective flux-control coefficients of
the translocstor and the synthase, and ¢ and « are the
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cespective elasticity coefficients toward the common inter-

e;_hat.e. Le. the ATP/ADP intramitochondrial ratic.

The values obtained of the C,/C, zatios at two different Ca®*
oand P, concentrations are illustrated in Table V1, When the
concentrations of Ca®* or phosphaie were increased, the rate
of oxidative phosphorylation also augmented, and this is
chamctenzedby 8 higher value of the C/C, ratic. The incre-
ment 1n the C,/C, ratio witk the rate of oxidative phospho-
rylation indicates that the elasticity coefficient of the synthase
{t,) increases and/or the elasticity coefficient of the translo-
cator (&) decreases. As it has been shown that in respu-mg
mitochondria the intramitochondrial ATP/ADP ratio in-
_creases With the concentration of phosphate (3), it would
appear improbable that the higher /e ratio is due to a
diminution in ¢; this is because the increase in the ratio
octurs in & condition in which the existing higher ATP/ADP
-zatio would faver the activity of the translocator {however,
see Ref. 55), Therefore, at this stage it would appear that the
high C/C, ratio at high rates of oxidative phosphorylation is
due to or correlates with an increase in the elasticity coeffi-
cient of the synthase, In other words, it would seem that ATP
synthase has a greater capacity of response with respect to
variations in the intramitochondrial poel of adenine nucleo-
tides.

There are reports that indicate that Ca®™ (20, 56) and
phosphate (57) contrel the hydrolytic activity of the ATP
gynthase by modifying the intéraction of the natural ATPase
inhibitor protein with the ATP synthase in heart mitochon.
dria and that these interactions affect the rate of ATP syn-

thesis (58, 59). Moreover, phosphate and arsenate (60) modify -

per se the catalytic activity of the ATP synthase. Therefore,
it is possibile that an important point of control of oxidative
phosphorylation end arsenylation is the regulation of the
activity of the ATP syntbase or the number of active enzymes
88 determiiied by the interaction of the enzyme with the
inhibitor protein. Although the molecular events that occur
at each of the steps of the metabolic pathways and which
account for the overall rate cannot be ascertained at this
moment, the present results are consistent with the idea (38)
that there is a strong functional relation between the ATP
synthase and the translocator, and that variations in the
catalytic activity of the synthase influence the kinetic control
exerted by the translocase. The role of the inhibitor protein
in the modulation of the rates of oxidative phosphorylation
and its kinetic conirol in whole mitochondria it & problem
that xerits detailed studies.

Finally, two points deserve some com.ment. The first is the
present inability to explain the different flux-control coeffi-
cient exerted by the b-¢, complex on oxidative phosphoryla-
tion and arsenylation. The second is that, in the theory of
control proposed by Kacser and Burns (9, 10) and Heinrich
and Rapoport (11, 12), the sum of the contributions of the
individual steps to. the regulation of a metabolic pathway
sheuld be a unit; this has been referred to g the summation

TABLE VI
The C/C, ratios of the rate of oxidative phosphorylation
‘The values of C, {flux-control coefficient of the translocator of
adenine nucleotides) and C, {Bur-control cvefficient of the ATP
swnthese} were taken fmm the values shown in the Jegends to Tebles
]11 and V.

2 oM Py 107 i Ca™
10 MCa™  WtuCa™  O05muP; 5.0 mn Py
[ 0.32 0.48 023 052 _
C —OE =16 o 9.6 057 0.4 020 26

0.0%

74
12559

theorem (9, 10). However, in the present studies, the sum of
the control exerted by the individual steps of oxidative phos-
phorylation.was found to be higher than one. The possibilities
for obtaining higher values have been discussed (61), and it
was proposed that substrate inhibition, expansion of the
system, and branched pathways could account with negative
contributions to the control of the flux, ie. reactions that
affect the pathway by a lateral draining of the main flax.

In the present experimental conditions, predae¥ inhibition
would be difficult to postulate, while the expanding system
applies to a growing system where masses and volumes in-
crease exponentially. On the other hand, the existence of a
branched pathway may well exist in mitochondria, and this
could be the passive permeability of the inner membrane to
protons. It should be noted that, if respiration is evaluated,
H* permeability would exert & positive control, but as it has
been assumned that rates of state 3 respiration correspond to
phosphorylation rates, passive H* permeability would exert a
negative contribution to the regulation of oxidative phospho-
rylation. The passive H* permeability of mitochondria was
evaluated according to Groen et al (13). This method esti-
mates membrane H* leakage through titration of respiration
with FCCP and extrapolation to zero respiration. The intrin-
Bi¢ proton diffusion was calealated to be 11-1% nm FCCP in
state 4 conditions. With the latter value and results of titra-
tions with FCCP on state 3 and arsenylation rates, the degree
of control of H* permeability during the operation of oxidative
phiosphorylation and arsenylation was calculated and ranged
between 0.04 and 0,12 and 0.11 and 0.23, respectively, Thus,
it would appear that an important point with a negative
contribution to the. overall control of ATP synthesis is the
intrinsic permeability of the mitochondrial membrane to H*.
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The reviewers agree that the manuscript is interesting and recommend
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the cogent comments of the referee. May I ask you to consider these comments
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Please Return This Manuscript With Comment Within Two Weeks At Most, Preferably By.........
If You Cannot Do So, Please Return 1t Immediately Without Comment

are: 3/1/85 Manuvscript No.:__M5=518
Author{s): Rafael Moreno-Sanchéz

Title: Contribution of the Translocator of Adenine Nucleotides and the ATP
' Synthase to the Control of Oxidative Phosphorylat.l.on and Arsgenylation

i Casenc, 3B DLvET Mitochondria. Lo i

This paper discusses the control of mitochondrlal respiration under
conditions of oxidative phosphorylation and oxidative arsenylatien. It
includes the effect of Ca on these two processes.

The paper is at lts best in the sections where the Kacser & Burns
control analysis is used. Especially Tables III and IV contain rather
impressive information. I therefore recommend this paper for publication
in JBC. However, I propose the editor to request the following
modifications of the paper:

(ideclarify the discussion at the bnttom of page 6 and at the top of page
7. Here it will be lmportant to unegulivocally describe in which
experinents added phosphate is present. Also, I do not understand why 4
nuM ADP stimulates respiration only from 129 to 146, 250 muM ADP
stimulates from 116 till 180, whereas the Km for ADP is reported as 3.1
nmuM. Moreover, the rationale behind the addition of hexokinase is not
sufficiently clarified.
€ii)what does 1| nM Ca mean in the presence of 2 mM Mg and 2 m¥ EGTA?
(tiidthe various °founding fathers’ of metabolic control theory. have
recently agreed to a common terminology. This terminology'has recently
been published in TIBS and in (1984) Biosc. Rep. 4, 1-22 (Westerhoff et
ald. 1 would hope that Dr Moreno-Sanchez is willling to consider adhering
to that terminology (Flux-Control Coefficient for Control Strength and
Elasticity Coefficient for Elasticity, symbols C and epsilon).
{ivithe author should indicate more precisely how he went from Fig. 2 to
Table III. Did he simulate the inhibition curves and take the slope from
the sinrulations or did he just approximate the slopes with the difference
after the addition of the least amount of inhibitor?
(v)the discussion of control In the terms used by Stoner and as reproduced
at pp. 12713 is now outdated. It can be left out, as the correct
discussion in terms of Elasticlty Coefficients is glven just below (please
do use epsilons rather than e’s!).-
(vidthe argument with respect to the control by the leak at the bottom of
page 15, seems to contain a flaw. The proton leakK exzhibits a negative
cont:ol on phosphorylation, but a positive control on respiration (more
leak increases respiration). Therefore, the presence of appreciable
control by the leak would further aggravate the preblem that the sum of
the Flux—-Control Coefficients exceeds 1. Recently (& review in the last
BRBA reviews in biocenergetlics) it was indicated that such a result mlght
reflect that energy coupling proceeds via proton microcircuits rather than
through a bulk proton gradient.
(v1idI find the Vm/Km argument much too intuitive, espec:a]ly when. - .
compared with the more sophisticated control analysis in the rest of this
, paper. T would vecommend to eliminate, or at least clarify this point.
Inte: Piease Return Original and Two Unsigned Carbon Copies

lRevicwer Name & Address {type)

IBC-9 Rev, §/78
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550-52-15 ext. 4886
May 30, 1985

Mr. Quentin H. Gibscn,

Assocliate Editer

Section of Blochemistry and Molecular Elology
Wing Hall - Cornell Untverzity -

Ithaca, New York 14853 ’

Dear Dr. Glbson:

Thie 18 in reference to your letter of May 1, 1983 concerming
the manuscript M5-518 entitled "Contribution of the Tramslocator
of Adenine Rucleotides and the ATP Synthase to the Control of
Oxidative Phosphorylation and Arsenylation im Liver Mitochondria"
which was submitted for publication in the Joumal of Biologisal
Chentstry. The menusexipt was réturned with the comments of one
referee which considered that the work could be published if
several modifications were made. I have tried to answer the different
points that were requested snd have also made the necessary corrections.
These are as follows:

1. As pointed cut by the reviewer on p. 7 the eext was clafified with
regpaect to the experimental conditions and resules. His observation

with respect to the Fm for APP 18 commented on p. 7, lines 16-19. The
value of KEm described in the ordiginal text was calculated considering

total respiration {including that observed in the absence of added

ADP). In the present version (In viewr of the reviewers comment) the

Kn was recalculated by substracting raspiration observed in the

absence of added ADP from that observed with various concentrationsof added
ADP,

g 2
11, The “meaning” of 1 nM Ca"+ external Ca-T is cormented on p. 6
lines 11-15.

iiL. I fully agree with the third poirt of the reviewer, The terminol:i
originally used was corrected to the recently proposed terms.
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iv.  In the legend to Table III, it is clarified how the flux-contwol
coefficients were calculated from the datz of Figure 2. It was also
acknowledged that for the data of Table IV and V a similar procedure
was followed. .

v. I have followed the indication of the reviewer with respect to
discussion of Stoner'e work. The original paragraph was corrected and
shortened p. 13 lines 3-8

vi. 1 agree with the comments of the reviewer that the sign of the
~contribution to .the control depdnds on whether respiration and
phosphorylation are evaluated. I have attempted to evaluate phosphory~
lation and thus a negative contribution wae considered. This has
stated at the end of p.l5 and p. 16

vil.. In respect to the recommendation of the reviewer to withdusw
- comments on the Vm/Em, the ardginal text wes drastically condenaed
on p. 9, first paragraph. .

I would iike to than the referee for his exceléant review of the
work, I believe hiis cowments point out the main problsms studied in
the manuscript., I hope that in its present form the manuscript is
-acceptable for publication.

Due to the corrections epecified in this letter, I had to nodlfy
the order of the referencea. Except for this and the points stated
sbove, the rest of the manuscripr has not been alvered.

Thank you very much for your interest.

Sincerely yours,

Dr, Rafael Moreno~Sinchez
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DISCUSION Y CONCLUSIONES GENERALES

La observacibn principal en el primer trabéjo es la de que el cat*
externc puede modular la velocidad de la fosforilacién oxidativé mediante
la modificacisn de los niveles intramitocondriales de Ca?’. €uando el ca?t
interno disminuye a valores inferiores a 20mnmol mg~! se observa una dismi-
nucién drastica de la velocidad ée sintesis de ATP. Si se mantiene constan
te la cantidad de ca®t interno, la velocidad de sintesis de ATP sele dismi-
nuye ligeramente. Entonces una pregunta interesante seria si este efecto
del ca?’ sobre la fosforilacién oxidativa es ﬁn meeanismo fisiolégico de
regulacidn. En este sentido sabemos que los niveles intramitocondriales de
ﬁa2+ determinados in situ oscilan alrededor de los 5 nmol mg;l o mMenos.
Ademis, la estimulacifn de las hormonas alfa-adrenérgicas induce en ﬁepatg
citos y otros tipos de c&lulas un incremento en la concentracitn citos6li-
ca de Ca2+ idnizado; el proceso de contraccién muscular fambién acarrea un
aumento del ca’t citqsélico. Como ambos eventos celulargs reguieren de ATP,
entonces el incremento en el Ca?t citosblico podrfa inducir una acumula-
cidn de Ca?’’ en las mitocondrias lo cnal conducirfa a. una estimulacidn de
la sintesis de ATP.

Por supuestc que antes de proponer un modelo semejante, reguerimos de
saber el mecanismo molecular del efecto del Ca®’ en la fosforilacidn oxida-
tiva. A este respecto, sabemos que el ca? estimula 6 preserva al£as veloci
dades de sintesis en mitocondrias, oxidando diferentes sustratos, en presen-

. - T
¢ia o ausencia de Mgz

6 ATP externos y a cualquier concentraciéfn de Pi
(0.5~10mM). La diferencia de potencial elé&ctrico transmembranal aY¥ también
es ;onstante. Por lo tanto, podria.sugerirse que el efecto es éspecifico
del Ca2+ y no es un efecto secundario. Esto éuerria decir que el ca?" esta-

ria interactuando directamente con una ¢ varias enzimas de la fosforilaci6n

oxidativa.
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Inicialmente estudie un posible efecto del Ca2+ sobre cada una de las

enzimas de la fosforilacifn, midiende la actividad con técnicas especificas
asi, para la succinato deshidrogenasa se emplea la reduccibn de DCPIP en
mitﬁcondrias envenenadas con cianuro, para la citocromo oxidasa se mide el
consumo de O dependiente_de ascorbato + TMPD en mitocondrias incubadas -
con antimicina; para el acarreador de ATP/ADP, se mide la incorporacién de
nuclebtidos radiactivos en mitocondrias enfriadas a 4°C. En estas condicio
nes no chserve ningfin efecto estimulador del Ca2+ sobre las enzimas, Todas
estas técnicas utilizan exceso de sustrato y las condiciones de medicifn no
son semejantés a aquellas'usadas cuando se mide la fosforilacifn oxidativa.
Se puede ver claramente gue para evaluar el efecto del Ca2+ sobre la fosfo-
rilacibn, se requiere estudiarlo en las conaicionés en las cuales opera la
via, sin alterar las concentraciones de los intermedia.iriosl. Entonces decidfi
analizar el efecto del Ca?+ a la luz de la nueva teorfa de control descrita
por Kacser y Burns y Heinrich y Rapopert y desarrollada per el grupo de .
Westerhoff y Tager para el caso de la fosfofilécién oxidativa. Una discusidn
mas amplia acerca de los criterios utilizados para estudiar la régulacidn
de una via metabdlica se desarrclld en la primera seccibn de la tesis:

Los resultados de esta parte del trabajo se esbozaron en la primera pu-
blicacidn y se ampliaron en la segunda publicaci®n.

En ese segundo trabajo se realizaron varias observacibnes que son cen=-
trales en la conceptualizaci§n de la nueva teorfa de control. Primero, se
describid que la fosforilacidn oxidativa era controlada principalmente por
el acarreaaor de ATP/ADP, la ATP sintetasa, la citocromo oxidasa y el comple
jo de citocromes b-ci. El grupo de Tager y Westerhoff habia reportado gue la

fosforilacifn era controlada por el acarreador de ATP/ADP, la citocromo oxida
sa y el acarreader de dicarboxilatos. Como la ATP sintetasa ho fue evaluada

por dicho grupo de investigadores, aparentemente la discrepancia seria con el
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acarreader de dicarboxilatos y el complejo b-c;. Nosotros empleamos 4 dife-
rentes inhibidores para determinar el coeficiente de control de flujo del
‘acarreador de dicarboxilatos, entre ellos el utilizado por Tager y Cols., -
fenilsuccinato; con el complejo b-cy; usamos HQNO y antimicina. Desafortuna-
damente, el grupoc de Tager no mostrd las curvas de titulacién de las cuales
obtuvieron sus Q&iculos. Esto es lmportante pues el rango de concentracifin
de ihhibidor pudo ser diferente. Obviamente que si se empleanrrelativamente
bajas concentraciones de inhibidor, la pendiente inicial de la curva de in-
hibicién siempre serd muy cercana a cero y por ende el coeficiente de con-
.trol; por otro lado, si se emplean concentraciones de inhibidor rélativamenw
te grandes, entonces la pendiente inicial de la curva de inhibicién ser&
elevada. Nosotros, drbitrariamente empleamos un valor aproximado del 10% de
la inhibicién mixima para la mis baja concentfacién de inhibidor. Esta limi-
tacifn de la teoria de contrcl no solo es de tipo t&cnico sino formal, pues
no indica a partir de que valor se debe empezar la titulacifn. Una primera
aproximacidn podria ser para el caso de los inhibidores irreversibles iniciar
la titulacidn del flujo metabSlico con 0.05 a 0.10 del valor de [Ilmax y pa-
la los inhibidores reversibles con 0.1 K.

Otra observacién del segundo trabajo es la de gue el Ca2+_solo afecta
los coeficientes de control del acarreador de ATP/ADP © de la ATP sintetasa
de manera reciproca. Cuando se incrementa el Caz+ de 10774 a 10-%M, la velo-‘
cidad de fosforilacidn oxidativa aumenta 30-40% y los coeficientes de control
del acarreador cambian de 0.30 a 0.50 y de la sinteﬁasa de 0.20 a 0.05. El
resto aé las enzimas participantes conservan los mismos coeficienfes de con-
trol. La variacidn reciproca del control ejercide por la sintetasa y el aca-
rreador tamhi&n se observé cuando se increments la veiocidad dé fosforilacidn
con diferentes concentraciones de Pi. La teoria de control formaliza en la

' propiedad de la conectividad, este tipo de situacionés donde dos enzimas es-
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tan conectadas a través de un intermediario comfin. Esta propiedad plantea
que los coeficientes de contrel son una funcifn de la sensibilidad de las
“enzimas a los cambios en los metabolitos, es decir de los coeficientes de
elasticidad. Como el cociente Ct/Cs aumenta con la velocidad del proceso,
entonces existen al menos dos posibles explicaciones: (1) gue el Ca2+ y el
Pi (B Asi) activan a la ATP sintetasa, por lo cual esta enzima_seria mas
responsiva a los cambios en la relacibn intramitocondrial de ATP/ADP y me-
nos limitante ¢ bien {2) que el Ca2+ y el Pi(o Asi) modifican la relacidn
ATP/ADP y la sintetasa no esta saturada (& muy grande) mientras gque el aca
rreador esta cercanc a la saturacidn let es muy bajo), con lo cual el co-
ciente £5/¢% aumentaria con el incremento en la velocidéd de fosforilacidn.
hparte de requerirse estudios tendientes a dilucidar como el caz® y el Pi
{5 Asi) afectan la actividad de estas dos enzimas durante la operacibn de
la fosforilacién oxidativa, restaria tambi&n por inwvestigar como estos agen
tes podrian activar a la ATP sintetasa y/o modificar el valor de la relacién
intramitocondrial de ATP/ADP. '

Una cbservacifn mis es la de que la suma de los coeficientes de control
del fluﬁo es mayor a la unidad en la fosforilacibn oxidativa a Eoncentracio—
nes de ca*t ¥ en la arsenilacién. La tecrfa de control plantea mediante la
propiedad de la sumacidn gue una via no se puede controlar mis alla del
100%, a menos gque existan contribuciones negativas de reacciones gue drenan
el flujo principal. En nmuestro caso, una reaccibn lateral seria la permea-
bilidad pasiva de los ut pues &sta disminuiria el valor estaciconario del
AT H+' ﬁl valor del coeficiente de control de esta reaccifn lateral al res-
tarlo, correspondié con un valor muy cercaho a la unidad para la suma to-
tal. Sin embargo, la forma como se midi6 la fosforilacifn y la arsenilacibn
. fue por consumo de oxiIgeno, y resulta gue una mayor permeabilidad de la mem-

+ . . . :
brana a les H preduciria una mayor velocidad de respiracifn y no una dis-
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minucibn del fluio ﬁetabﬁlico, como se supone gue actua una reaccidn con
un coeficiente de control negativo. Por tanto para comprobar gue la permea
bilidad pasiva ejerce un control neéativo en la fosforilaciénloxidativa me
dida polarogrificamente debe evalunarse éuidadosamente la ADP/0 a diferen-

te€s grados de desacoplamiento, cercanos a los valores de la permeabilidad

pasiva de oOtra forma serfa medir directamente sintesis de ATP.

Otra explicacién para el hecho de gue la suma es mas de la unidad es
mas bien trivial: los valores de los ceoeficientes de control estén siendo
éobreestimados.Sin empargo, lqs_valores obtenidos repetidas veces con un
mismo inhibidor 6 utjilizando otros, son éonsistentes cqn'una suma total ma
yOr a 1a unidad.

Otra observaci6n interesante es gue la arsenilacibén oxidativa es con-
trolada casi exclusivamente por la ATP sintetasa. Esto es f&cil de entender
pues esta via ne tiene una depenfencia tamn estrecha como la fosforilacién
de la actividad del acarreador de ATP/ADP. Entonces en la arsenilacifn te-
nemos un excelente modelo para estudiar'la influencia en una via de las
transiciones de un estado activo a otro inactivo de una enzima como la ATP
sintetasa. Una conclusifn general del trabajo es que el acarréador de ATP/
ADP y la ATP sintetasa determinan el nivel de estado estacionario de la fos
forilacifn oxidativa. Por lo tanto, otro excelente modelo para estudiar la
interaccién entre estas dos enzimas y los factores que las‘gdbiernan.es
la hidrdlisis de ATP en mitocondrias intactas. Supongo gue pbdemos concluir
finalmente gue el trabajo deéarrollado abre enormes e interesantes perspec-—
tivaé en el andligis de la regulacidp wetabblica ¥ en particular en la

aplicacién de la nueva teoria de contrel en la fosforilacifn oxidativa.



